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アルツハイマー型認知症 (Alzheimer’s disease; AD) は、高齢者の認知障害の原因として最
も頻度の高い変性性認知症である。世界保健機関 (World Health Organization; WHO) による
見積もりでは、現在、全世界における認知症患者数は 3,700 万人であり、そのうち 1,800 万
人が AD 患者であると推定されている。AD の最大の危険因子は加齢である。AD の罹患率
は、60 歳以降では 5 年間で 2 倍になり、65 歳以上の 10 人に 1 人、85 歳以上の 2 人
に 1 人が AD の罹患者である。今後、25 年間で、全人口に対し 60 歳以上の人が占める割
合は 2 倍になると見積もられており、超高齢化社会が到来する。現在まで罹患率の変化は観
察されていないものの、高齢者の増加に伴い AD 患者数の増加が社会的に大きな問題になっ
ている (Mount and Downton, 2006)。 
AD は、「認知機能障害と記憶力の低下を主兆とした進行性の神経細胞の機能障害を伴う認
知症」と定義されている。病理学的に AD は大脳皮質における神経細胞の脱落、老人斑 
(senile plaque) および神経原線維変化 (neurofibrillary tangle; NFT) の出現を特徴とする。病
理学および生化学的な検討から、老人斑アミロイドの蓄積が AD 脳において初期から出現す
る病理変化であること、その主要構成成分がアミロイド β ペプチド (Aβ) であることが明ら
かにされた。さらに、近年の分子細胞学、遺伝学的研究の成果から、種々の家族性 AD (familial 
AD; FAD) に連鎖する遺伝子変異が、いずれも Aβ の産生・分解・凝集の異常を招来し、Aβ の
蓄積を促進すること、これらの遺伝子変異により、トランスジェニックマウス脳においても
アミロイドの蓄積が生じることが明らかになった。これらの知見から老人斑の主要構成成分
である hAβ の産生・蓄積過程が AD 発症そのものに深く関与する可能性が示されている。
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アミロイド β ペプチドの産生および凝集の分子機構 
hAβ は 39-43 アミノ酸からなるペプチドであり、脳血管アミロイド (Glenner and Wong, 
1984)、老人斑 (Masters et al., 1985) の構成成分として相次いで単離、同定された。hAβ の
主要な分子種は 40 番目のアミノ酸が valine で終わる hAβ(1-40)、および 2 アミノ酸 
(isoleucine, alanine) 長い hAβ(1-42) である。老人斑に認められる不溶化した hAβ 沈着の主
要な構成成分は hAβ(1-42) である (Masters et al., 1985)。一方、脳脊髄液 (CSF) 中に検出
される可溶性 hAβ の大部分は hAβ(1-40) である (Seubert et al., 1992; Shoji et al., 1992)。
hAβ は生理的条件下で様々な細胞種において定常的に産生、分泌されることから (Citron et 
al., 1996)、生理的なリガンドとしての機能を有すると推測されている。これまでに、hAβ は
神経細胞の分化 (Whitson et al., 1989; Yankner et al., 1990; Koo et al., 1993)、長期増強 
Fig. 1-1   Amyloid cascade hypothesis. The figure summarizes the presumed sequence of 
pathological processes that leads to neurodegeneration in AD according to the amyloid cascade 




(long-term potentiation) の促進 (Wu et al., 1995)、tyrosine リン酸化を介したシグナル伝達 
(Cowburn et al., 1995; Luo et al., 1995)、好中球様培養細胞の生存促進 (Takenouchi and 
Munekata, 1995) などに関与していることが報告されているが、明確な生理機能は明らかに
されていない。 
hAβ の前駆体タンパク質である amyloid precursor protein (APP) は、約 700 アミノ酸残
基から成る I 型膜タンパク質である。hAβ は APP 分子の内腔部分から膜貫通領域にかけて
位置している約 40 残基のペプチドであり、主要な分子種として 40 番目のアミノ酸が 
valine で終わる hAβ(1-40)、および 2 アミノ酸 (isoleucine, alanine) 長い hAβ(1-42) が産
生される (Selkoe, 1994) (Fig. 1-2A)。APP の膜貫通領域の N 末端は、β-secretase によっ
て切断され、分泌型 APP である APPsβ と C 末端断片 (β-CTF) が産生され、β-CTF が
hAβ の C 末端側で γ-secretase によって切断されて hAβ が産生される。γ-Secretase によ
って分解される C 末端の部位は正常では 40 位が優位であるが、単一ではなく 39-43 など
のスペクトラムを有しており、アミノ酸数の異なる hAβ 分子種が生じる (Citron et al., 
1996)。β-secretase の分子実体は、アスパラギン酸プロテアーゼの β-site APP cleaving 
enzyme 1 (BACE1) である (Vassar et al., 1999)。また γ-secretase として、活性中心である
触媒サブユニット presenilin (PS) と co-factor である nicastrin、APH-1、PEN-2 が高分子
複合体を形成した細胞膜結合型アスパラギン酸プロテアーゼが同定された (Takasugi et al., 
2003)。一方、hAβ 非産生経路として、hAβ 内部の lysine16 の C 末端を切断するプロテア
ーゼである α-secretase も存在する。α-Secretase は、APPsα と呼ばれる分泌型 APP の
細胞外領域と 83 アミノ酸からなる C83 と呼ばれる膜結合型 C 末端断片を生じ、C83 は
さらに γ-secretase によって切断され、p3 と呼ばれる分子量 3 kDa の断片となる。これま
でに、α-secretase 活性を有するものとして、TNF-α converting enzyme (TACE) (Buxbaum et 
al., 1998)、a disintegrin and metalloprotease domain protein (ADAM-10) (Lammich et al., 
1999)、proprotein convertase (PC-7) (Lopez-Perez et al., 2001) が報告されているが、
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α-secretase の分子実体は同定されていない。β-, γ-Secretase を阻害し、hAβ 非産生経路で
あるα-secretase を賦活化することで hAβ 産生を抑制することができると考えられること














大脳皮質にアミロイド線維 (fibril) を投与すると、神経細胞死、Tau のリン酸化、ミクログリ
アの増殖が生じることが報告された (Geula et al., 1998)。従って、hAβ による神経毒性は、
凝集・線維化した hAβ の高齢脳に対する病理変化として理解されるようになった。また、
AD 患者の脳では、不溶性の hAβ の他に、より緩和な条件で抽出可能な可溶性の hAβ も検
出されることから、凝集性の高い hAβ(1-42) の二、三量体 (dimer/trimer) から oligomer が
コアとなり、可溶性 hAβ(1-40) が凝集することで高分子量の protofibril を形成する可能性が
示された (Klein et al., 2001)。最終的に神経毒性を惹起する機構として、hAβ が p53-Bax を
介した神経細胞のアポトーシスを誘導することが示唆されている (Zhang et al., 2002)。また、
Fig. 1-2   Putative mechanisms of the production (A) and aggregation (B) of amyloid-β peptide.
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AD 脳のミトコンドリアでは、hAβ と alcohol dehydrogenase (ABAD) が相互作用し、アポ
トーシスを誘導するだけではなく、フリーラジカルを産生することで神経細胞死を惹起する
ことが示唆されている (Lustbader et al., 2004)。さらに、hAβ はフリーラジカルの産生を抑
制する金属 (Zn, Fe, Cu, Al) と結合し、フリーラジカルを介した神経毒性を発揮する可能性
が示されている (Bush et al., 2003)。しかし、hAβ が神経細胞死に導く本質的な機構は明ら
かにされていない。また、化学合成した hAβ は、水溶液中で回転攪拌することで 10-15 nm 
球状の会合体  (amylospheroid) を形成することが報告された  (Hoshi et al., 2003)。
Amylospheroid の毒性は fibril に比べ約 400 倍高いことから、hAβ の毒性本体である可能性
が考えられるが、生体における発現および毒性惹起機構は不明であり、今後さらなる解析が
期待される (Fig. 1-2B)。 
 
家族性と孤発性アルツハイマー型認知症 
 AD 発症の詳細な分子機構は、FAD に関する研究で飛躍的に進歩した。1991 年に、APP
は 21 番染色体長腕 q21 に存在し、ミスセンス変異が FAD の原因となることが明らかにさ
れた (Goate et al., 1991)。この遺伝子異常による FAD の発症年齢は 50 歳代で、頻度は 
FAD の 1% 以下と稀である。また、1995 年には γ-secretase の活性中心である PS1 が 
FAD の原因遺伝子として報告された (Sherrington et al., 1995)。その後、世界中で PS1 の
ミスセンス変異および欠失変異が次々に報告され、既に 100 種類以上の変異が報告されてい
る。日本では、20 家系の報告がなされており、若年発症 FAD の 20% 程度を占めている 
(Kamimura et al., 1998)。また、PS1 のホモログとしてクローニングされた PS2 は、
Volga-German 家系の原因遺伝子であることが明らかにされた (Levy-Lahad et al., 1995; 
Rogaev et al., 1995)。Volga-German 家系の FAD 発症年齢は 50-80 歳代と APP および 
PS1 より遅く広がりがある。これらの FAD の遺伝子変異を有する患者では、循環血液およ
び CSF 中の hAβ 濃度および hAβ(1-42) / hAβ(1-40) の存在比は有意に高値を示す。また、
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in vitro 実験系においても FAD 遺伝子変異は、hAβ の産生量、特に凝集性の高い hAβ(1-42) 
の産生量および産生比率を上昇させることが示されている (Chapman et al., 2001)。以上の
知見から、APP および PS 遺伝子の変異による hAβ 産生の亢進は FAD 発症の引き金にな
ると考えられている (Fig. 1-1)。 
 一方、明確な遺伝性の認められない孤発性 AD (sporadic AD; SAD) では hAβ 沈着が加速
される機構は未だ明らかになっていない。これまでに、脂質代謝関連遺伝子である
apolipoprotein (apo)E (Corder et al., 1993)、apoA-IV (Csaszar et al., 1997)、very low-density 
lipoprotein (VLDL) receptor (Okuizumi et al., 1995)、LDL receptor-related protein (LRP)1 
(Kang et al., 1997)、LRP1 のリガンドである α2-macroglobulin (α2M) (Blacker et al., 1998)、
LRP1 と複合体を形成する Fe65L2 (Tanahashi et al., 2002)、アポトーシス関連遺伝子である
TNF-α (McCusker et al., 2001)、interleukin (IL)-6 (Papassotiropoulos et al., 1999)、IL-1α 
(Nicoll et al., 2000)、酸化ストレス関連遺伝子である nitric oxide synthase (NOS)3 (Dahiyat et 
al., 1999)、dihydrolipoyl succinyltransferase (DLST) (Nakano et al., 1997)、および estrogen 
receptor (ER)α (Brandi et al., 1999) などが、SAD 原因遺伝子の候補として報告された。し
かし、SAD の遺伝的危険因子として確立しているのは、apoE の遺伝子変異のみであり、hAβ 
産生経路に異常は認められないことが多い。従って、SAD では hAβ のクリアランス機能の
低下が hAβ 沈着を引き起こす要因となる可能性が考えられる (Fig. 1-2)。常染色体優性遺伝




 1999 年、Elan 社の Schenk らは前凝集の hAβ(1-42) をアジュバントとともに、AD の
動物モデルである PDAPP マウスに筋肉投与し、老人斑が減少したと報告した (Schenk et 
al., 1999)。6 週齢の PDAPP マウスに hAβ(1-42) を計 11 回投与したところ、マウス血清
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中の抗体価は 10,000 倍以上に増加した。PDAPP マウスでは、生後 6 ヶ月で老人斑が観察
されるようになるが、hAβ(1-42) を投与した PDAPP マウスでは、老人斑が消失し、変性軸
索やアストログリオーシスも減少していた。本報告をかわきりに、AD の免疫療法である Aβ 
ワクチン療法は、AD 脳で沈着する hAβ を除去する手法として、研究が進められるようにな
った。現在、Aβ ワクチン療法は 3 種類ある。Schenk らによって初めて報告された生体に
自己抗体を産生される能動免疫法 (active immunization) (Schenk et al., 1999)、hAβ に対する
抗体を生体に投与する受動免疫法 (passive immunization) (Bard et al., 2000)、生体に hAβ 遺
伝子を組み込んだ発現ベクターを投与し、遺伝子産物 hAβ に対する自己抗体産生を誘導す
る遺伝子ワクチン法 (DNA/gene vaccination) (Hara et al., 2004) である。これらの Aβ ワク
チン療法では、動物実験で老人斑の減少および高次機能の改善が認められたことから (Janus 
et al., 2000; Morgan et al., 2000; Dodart et al., 2002)、AD に対するワクチン療法の臨床応用
への発展が期待された。2001 年、Elan 社および Wyeth 社による AD 患者への Aβ ワクチ
ン (active immunization) の臨床治験 (AN-1792) が開始された。AN-1792 は、hAβ(1-42) を
アジュバント (QS21) とともに筋肉注射するもので、投与された患者の血清中からは Aβ に
対する抗体が検出されたため (Hock et al., 2002)、認知障害に対する効果が期待された。第 I
相試験は中等度の患者を対象に英国と米国で行われ、AN-1792 ワクチンが 1 ヵ月に 1 回 6 
ヵ月投与されたが、特に副作用は認められなかった。しかし、欧州も参加して行われた第 II
相試験に入り、ワクチンを 1~2 回接種したところ、6% (298 人中 18 人) の患者に副作用
として髄膜脳炎 (meningoencephalitis) が出現し (Orgogozo et al., 2003)、1 人の死亡例も報
告され、治験は 2002 年の 1 月に中止された。死亡患者の病理所見として、髄膜、髄膜血
管周囲および大脳皮質に CD4 陽性 T 細胞の浸潤が認められたことから (Nicoll et al., 
2003)、副作用として生じた髄膜脳炎は自己免疫性脳炎であると考えられる。最初の死亡例に
加え、既に 9 例の剖検が行われたが、大半の症例で新皮質では老人斑が消失し、消失部位で
は、Aβ を貪食していたとみられるミクログリアが散在していた (Nicoll et al., 2003; Ferrer et 
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al., 2004; Masliah et al., 2005)。また、治験は中止されたものの、引き続き AN-1792 を接種
した患者の経過は観察され、30 人中 20 人で血清中に抗 Aβ 抗体が検出された。また、高
次機能を Minimental state examination (MMSE) で評価したところ、抗 Aβ 抗体が検出され
た患者では 1 年後の認知障害の進行に遅延が認められた (Hock et al., 2003)。ワクチン療法
は、有効性と克服すべき課題も明らかにされており、今後さらなる研究開発により、AD の
症状を改善する治療薬となることが期待される。 
 1970 年代に、AD 脳ではアセチルコリン (Acetylcholine; Ach) 作動性神経が初期から障害
され、良好に認知障害と相関することが報告され、Ach 系の賦活療法が有効な治療法として
期待されるようになった。1993 年、最初の  AD 治療薬として米国で承認された 
Acetylcholinesterase (AChE) 阻害薬は、tacrine (Cognex® ; First Horizon Pharmaceuticals) で
ある。しかし、一部の患者で良好な反応が認められるものの、重篤な肝毒性が現れるため、
現在ではほとんど用いられていない。現在、世界中で広く使用されているのは、donepezil 
(Aricept® ; Eisai/Pfizer)、galantamine (Razadyne® ; Johnson & Johnson)、 rivastigmine 
(Excelon® ; Novartis) である (Wynn and Cummings, 2004)。現在、日本において唯一承認さ
れている donepezil は、脳内の acetylcholine 濃度を上昇させ、軽度から中等度の AD 患者
に対して症状の改善が認められる認知機能改善型の治療薬である。海外では同様の作用を有
する galantamine および rivastigmine も承認されているものの、1 日に複数回投与数する
必要があり、血中半減期の長く 1 日 1 回投与が可能な donepezil が世界中で最も多く使わ
れている。 
AChE 阻害薬は、AD の認知機能をある程度改善させるものの、AD の病態進行を抑制す
る効果は低い。AD の認知障害には、脳内神経伝達物質である glutamic acid による興奮毒性
が関与する可能性が示されており (Hynd et al., 2004)、N-methyl-D-aspartate (NMDA) 受容体
非競合拮抗薬である memantine (Namenda®/Ebixa®) が欧州および米国で承認されている。
Memantine は、中等度および重度の AD 患者に適応される初めての認知障害改善薬である。
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Donepezil では 38 週間 (Rogers and Friedhoff, 1998)、memantine では 12 週間 (Reisberg 
et al., 2003) まで認知障害に対する効果が持続する。これまで、AD は予防の可能性のない認
知症であると考えられてきたが、以上の治療薬を用いることで、AD の病態進行を遅延する
ことが可能になった。AD の発症年齢を少なくとも 5 年間遅延させることができれば、AD 
患者数は半分程度に減少することが示唆されており (Brookmeyer et al., 1998)、AD 患者およ
び介護者の負担を軽減することが期待される。しかし、これらの治療薬では、AD の病理変
化である神経細胞の脱落を抑制し、回復させることはできない。また、AChE 阻害薬の効果
には個人差があり、AD 患者の 30-40% には改善が認められず、20% 程度は消化器系の副
作用によって脱落する (Giacobini, 2000)。今後は、AD 根治に繋がる副作用の低い治療薬の
開発が望まれる。 
近 年 、 一 部 の 非 ス テ ロ イ ド 性 抗 炎 症 薬 お よ び 高 脂 血 症 治 療 薬 で あ る
3-hydroxy-3-methyl-glutaryl coenzyme A (HMG-CoA) 還元酵素阻害薬が AD の進行の予防に
有効である可能性が示されたが、その有用性は未だ確立されていない (Citron, 2004)。AD の






ている。また、mild cognitive impairment (MCI) と呼ばれる正常と認知症の境界領域の患者が
存在し (Petersen et al., 1999)、毎年約 12% という高頻度で AD に移行することから、こ
れらの患者の AD への移行を予測することが重要になっている。現在、AD の診断に広く用
いられている一般的な診断基準は、NINCDS-ADRDA の診断基準 (McKhann et al., 1984) お






CSF は脳の細胞外液 (brain interstitial fluid; ISF) と脳室上衣細胞を介し接していることか
ら、脳内の変化は CSF に反映される。1995 年に Motter らによって、老人斑の構成成分で
ある Aβ(1-40) および Aβ(1-42) のうち、AD 患者では CSF 中 hAβ(1-42) 濃度が選択的に
低下することが初めて明らかにされた (Motter et al., 1995)。1998 年には日本で最初に大規
模多施設追跡調査が行われ、CSF 中 hAβ(1-40)、hAβ(1-42) 濃度が測定された (Gunma 
Tottori Tohoku study; GTT1) (Kanai et al., 1998)。その結果、CSF 中 hAβ(1-42) 濃度は、AD 
患者で他群と比較して低下しており、Aβ ratio (Aβ(1-40)/Aβ(1-42)) を検討すると、AD 群で
有意な高値を示し、診断感度 56%、特異性 73% であった。2000 年には、GTT1 は再検討
され、Aβ ratio の診断感度は 59%、特異性は 88% と報告された (GTT2) (Shoji et al., 2000)。
ただし、CSF 中  hAβ(1-42) 濃度は、血管性認知症、前頭側頭型認知症  (FTD)、
Creutzfeldt-Jakob 病 (CJD)、筋委縮性側索硬化症およびアミロイド沈着を起こす dementia 
with Lewy Bodies (DLB) をはじめとする認知症でも減少することが報告されており 
(Kanemaru et al., 2000; Otto et al., 2000; Sjogren et al., 2002)、診断率の向上のために神経原
線維変化を反映するマーカーと併用される場合が多い。 
1993 年に神経原線維変化の構成成分である tau が CSF 中に存在することが報告され 
(Vandermeeren et al., 1993)、1995 年には AD 患者の CSF 中では tau 濃度が増加するこ
とが明らかにされた (Arai et al., 1995)。CSF 中 tau 濃度の増加は、血管性認知症では認め
られないことから、CSF 中 Aβ(1-42) 濃度の測定に比べ AD の診断には優れていることが
報告されているが (Clark et al., 2003)、CJD などの神経細胞の脱落の生じる疾患との区別が
困難である (Otto et al., 1997; Sussmuth et al., 2001)。1998 年に Galasko によって 
hAβ(1-42) および tau の CSF 中濃度を組み合わせることで、AD 診断率が向上することが
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報告された  (Galasko et al., 1998)。GTT1 の検討では、Aβ ratio と  tau の積  (tau x 
Aβ(1-40)/Aβ(1-42)) を用いることで、AD の診断感度 71%、特異性 81% が得られ、GTT2 で
は AD の診断感度は 81%、特異性は 87% と報告された。神経原線維変化では、tau は過
剰にリン酸化されている。Ishiguro らは、初めて Ser199 p-tau を測定し、AD 患者の CSF 中
では p-tau 濃度が増加することを明らかにした (Ishiguro et al., 1999)。Total tau (t-tau) 濃度
の増加が認められる CJD においても CSF 中 p-tau 濃度には変化が認められないことから 
(Riemenschneider et al., 2003)、p-tau は他の認知症に対する AD 診断の特異性が t-tau に
比べ高いことが報告された。2004 年には、CSF 中の hAβ(1-42)、t-tau および p-tau 濃度
を測定することで、診断感度 95%、特異性 83%~87% で MCI から AD への移行を予測す
ることができることが報告された (Hampel et al., 2004)。現在、開発されつつある AD 治療




第二節 脳内アミロイド β ペプチドのクリアランス機構 
 
アミロイド β ペプチドの代謝分解機構 
hAβ の代謝分解には、中性エンドペプチダーゼである neprilysin (NEP; EC 3.4.24.11)、
endothelin-converting enzyme (ECE; EC 3.4.24.71)、insulin-degrading enzyme (IDE; EC 
3.4.24.56)、angiotensin-converting enzyme (ACE; EC 3.4.24.71) などのプロテアーゼが関与
することが in vitro レベルで示されている (Carson and Turner, 2002)。また、NEP、IDE、
ECE の遺伝子欠損マウスにおける脳内の hAβ(1-40) および hAβ(1-42) 濃度は野生型と比
較して 2 倍程度増加することから (Iwata et al., 2001; Eckman et al., 2003; Farris et al., 
2003; Miller et al., 2003)、NEP および IDE は脳内 hAβ の代謝分解に関与する主要な分子で
あると考えられている。 
2004 年、Shiiki らはラット脳実質内に投与した hAβ(1-40) の消失は、中性エンドペプチ
ダーゼの阻害剤である thiorphan によって 34% 阻害されることを示した (Shiiki et al., 





 脳には、循環血液と脳内との物質移行を制限するために血液脳関門 (blood-brain barrier; 
BBB) および血液脳脊髄液関門 (blood-CSF barrier; BCSFB) が存在し、脳の恒常性を維持す
る上で重要な役割を担っている (Goldstein and Betz, 1986; Spector and Johanson, 1989) 
(Fig. 1-3)。 
 BBB の実体は脳毛細血管内皮細胞であり、脳毛細血管は網の目状に、脳全体を張り巡って





毛細血管の細胞間隙を介した物質移行は著しく制限されている (Goldstein and Betz, 1986)。
すなわち、物質が BBB を透過するためには、脳毛細血管内皮細胞の管腔側膜 (luminal 
membrane) と脳側膜 (abluminal membrane) の高度に分極した二つの細胞膜を透過する必
要があり、輸送担体介在輸送および受容体介在型エンドサイトーシスが BBB を介した物質
の主な移行経路となる (Pardridge, 1997)。 
 BCSFB の実体は脈絡叢上皮細胞であり BBB と同様に細胞同士が TJ で互いに連結する




収される (Spector and Johanson, 1989)。CSF と ISF の間に存在する脳室上衣細胞は TJ 










Fig. 1-3   Schematic diagram for the blood-brain and blood-cerebrospinal fluid barriers.
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血液脳関門を介したアミロイド β ペプチドの輸送 
APP、PS1 および PS2 の遺伝子変異による hAβ 産生の亢進は、FAD 発症の引き金にな
る (Goate et al., 1991; Levy-Lahad et al., 1995; Rogaev et al., 1995; Sherrington et al., 1995)。
一方、AD 患者の大部分を占める SAD では、hAβ 産生に関与する遺伝子群の変異は観察さ
れず、産生経路の異常では、SAD の病態の形成メカニズムは説明できない。SAD において
脳内への hAβ 蓄積が引き起こされる要因には、hAβ のクリアランス機能の低下が考えられ
る (Zlokovic, 2004)。これまでに、加齢に伴って、BBB を介した hAβ(1-40) 循環血液への排
出輸送は抑制され (Shibata et al., 2000; Shiiki et al., 2004)、脳内への供給輸送は亢進するこ
とが示された (Preston, 2001)。また、hAβ(1-40) 排出輸送の低下には、LDL receptor-related 
protein (LRP)1 の BBB における発現抑制 (Kang et al., 2000; Shibata et al., 2000)、供給輸
送の亢進には receptor for advanced glycation products (RAGE) の BBB における発現誘導 




LDL receptor-related protein 1 / α2-macroglobulin receptor 
LDL receptor-related protein (LRP)1 は、LDL receptor 遺伝子ファミリーに属し、脳、肝臓、
小腸、腎臓、肺を含む幅広い組織に発現する (Moestrup et al., 1992)。LRP1 の heavy chain 
(515 kDa) は 4 ヵ所のリガンド結合ドメイン (cluster I-IV) を有し、apoE、α2-macroglobulin 
(α2M)、tissue plasminogen activator (tPA)、plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1)、APP、
factor VIII、lactoferrin など、少なくとも 30 以上の生理活性物質をリガンドとする。LRP1 の 
light chain (85 kDa) には細胞膜貫通領域が存在し、細胞内ドメインのリン酸化によって細胞
内シグナル伝達に重要な役割を果たしている (Herz and Strickland, 2001)。LRP1 のリガンド
である APP、apoE、α2M の遺伝子多型および LRP1 自身の遺伝子多型は AD 発症と相関
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する (Kang et al., 2000; Christoforidis et al., 2005)。2000 年、マウス脳実質に投与した 
hAβ(1-40) の脳内からの消失は、LDL-receptor 遺伝子ファミリーの阻害分子である 
receptor-associated protein (RAP) および抗 α2M 抗体によって阻害されることが報告され
た (Shibata et al., 2000)。また、LRP1 の発現が低下する RAP 遺伝子欠損マウスでは、
hAβ(1-40) の脳内からの消失が低下し、老人斑の形成が促進した (Van Uden et al., 2002)。さ
らに、BBB における LRP1 の発現量は、AD 脳では同年代のヒトに比べて減少することが
報告された (Kang et al., 2000; Shibata et al., 2000)。以上から、BBB を介した hAβ(1-40) の
脳外排出輸送には LRP1 が関与し、老化に伴う LRP1 を介したクリアランスの機能低下が 
hAβ の脳内沈着と密接に関連する可能性が示された。 
LRP1 発現細胞への hAβ(1-40) の取り込みは、LRP1 のリガンドである α2M の共存によ
って促進される  (Kang et al., 2000)。また、BBB を介した  ISF から循環血液中への 
hAβ(1-40) 輸送は、LRP1 のリガンドである apoE の遺伝子を欠損させたマウスにおいて低
下することから (Shibata et al., 2000)、LRP1 はリガンドと複合体を形成した hAβ(1-40) の
輸送に関与すると考えられる。また、hAβ(1-40) は LRP1 のリガンド結合ドメインである 
cluster II および IV と直接結合することが示され (Deane et al., 2004)、LRP1 リガンドとの
複合体を形成した hAβ(1-40) だけではなく、遊離型 hAβ(1-40) が LRP1 を介して循環血液
中に輸送される可能性が示されている。一方、LRP1 の hAβ 結合ドメインである cluster II 
および IV を再構成した mini-receptor を PDAPP マウスに強制発現させると、脳内からの 
hAβ 消失は促進されず、逆に hAβ の脳内蓄積が加速することが報告されている (Zerbinatti 
et al., 2004)。また、当研究室では、brain efflux index (BEI) 法 (Kakee et al., 1996) を用いた
解析から、ラット脳実質に投与した hAβ(1-40) の脳内からの消失が RAP によって阻害され
ないこと (Shiiki et al., 2004)、および α2M もしくは apoE と複合体を形成することで 
hAβ(1-40) の脳外排出輸送が低下すること (Ito et al., 2007) を見出している。従って、LRP1 





Receptor for advanced glycation products 
Receptor for advanced glycation products (RAGE) は、タンパク質の非酵素的糖化反応産物 
(advanced glycation end products; AGEs) をリガンドとし、炎症シグナルの惹起に関与する
受容体である (Yan et al., 2003)。培養ヒト脳毛細血管内皮細胞株を用いた透過実験の結果か
ら、BBB の luminal membrane に対応する apical 側から abluminal membrane に対応する 
basal 側への hAβ(1-40) の輸送は抗 RAGE 抗体によって有意に阻害され、hAβ(1-40) の 
transcellular transport に RAGE が関与することが示されている (Mackic et al., 1998)。In 
vivo においても hAβ(1-40)、hAβ(1-42) は RAGE を介して血液中から脳内へ供給されるこ
とが示されている (Deane et al., 2003)。一方、マウス脳実質に投与した hAβ(1-40) の脳内
からの消失は抗 RAGE 抗体によって阻害されないことから (Shibata et al., 2000)、RAGE
は hAβ(1-40) の脳外排出輸送には関与しないと考えられる。また、AD 患者脳では RAGE の
発現量が増加していることから (Yan et al., 1996)、RAGE を介した血液中 hAβ(1-40) の脳
内への供給量の増加が hAβ の沈着を加速する一要因になっている可能性が示されている。 
 
BBB を介した hAβ(1-40) の脳内からの排出輸送を促進し、脳内への供給輸送を抑制する
ことで、hAβ の脳内沈着を防ぐ新たな薬物治療法の開発に繋がる可能性が考えられる。しか
し、hAβ(1-40) の BBB を介した輸送には、未知の分子が主として寄与している可能性も否定








ラット脳室内に投与した hAβ(1-40) は、3.5 分で投与した hAβ(1-40) の 30% が CSF 
内から消失する (Ghersi-Egea et al., 1996)。CSF 内からの hAβ(1-40) の消失は、細胞膜非
透過マーカーに比べて速やかであることから、CSF 中 hAβ(1-40) は BCSFB を介し積極的
に循環血液中に排出される可能性が示された。ただし、BCSFB の表面積は BBB の 5000
分の 1 程度であることから (Pardridge et al., 1981)、脳内 hAβ のクリアランスに役割を果
たすとは考えられてこなかった。 
2001 年、DeMattos らによって PDAPP マウスの hAβ の脳内蓄積を抑制する抗アミロイ
ド抗体 (m266) の静脈中への投与では、循環血液中への hAβ の排出が促進されることが報
告された (DeMattos et al., 2001)。また、CSF 中の hAβ(1-40) および hAβ(1-42) の濃度を
測定した結果、m266 の投与群では  CSF 中  hAβ 濃度の増加が認められたことから 
(DeMattos et al., 2001)、ISF と CSF 間には hAβ(1-40) の動的平衡が存在する可能性が示さ
れた。また、PDAPP マウスでは、可溶性 hAβ(1-40) の CSF 中濃度は、ISF 中に比べ 10 倍
以上高いことが明らかにされた (Cirrito et al., 2003)。従って、脳内に沈着しない可溶性 
hAβ(1-40) は CSF 中に集積し循環血液中に排出される可能性が示された。BCSFB の実体
である脈絡叢上皮細胞刷子縁膜の発達した微絨毛を考慮すると、BCSFB の物質交換できる
領域は、BBB の 2 分の 1 程度にまで上昇することが計算されており (Keep and Jones, 
1990a; Keep and Jones, 1990b)、BCSFB を介した CSF 中 hAβ(1-40) の循環血液への輸送
は、脳内 hAβ のクリアランスに寄与すると考えられる。 
LRP2 は、LRP1 と相同性を有し、4 ヵ所のリガンド結合ドメイン (cluster I-IV) を有する
heavy chain と細胞膜貫通領域が存在する light chain によって構成されている。LRP2 は、
LRP1 に比べて上皮系の組織に限局した発現パターンを示し、特に腎上皮細胞における発現
量が多い (Kounnas et al., 1994)。LRP2 のリガンド認識特性は、LRP1 と類似しているが、
LRP1 のリガンドに加えて apoJ (Kounnas et al., 1995)、transthyretin (Sousa et al., 2000)、
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insulin-like growth factor 1 (IGF-1) (Carro et al., 2005) および leptin (Dietrich et al., in press) 
をリガンドとする特徴を有す。1997 年に、強制発現細胞を用いた解析から、LRP2 はリガン
ドである apoJ と複合体を形成した hAβ(1-40) の細胞内への取り込みに関与することが報
告された (Hammad et al., 1997)。LRP1 とは異なり、遊離型 hAβ(1-40) は LRP2 を介して
輸送されない。また、BCSFB における LRP2 の発現を抑制したラットでは、hAβ の脳内蓄
積が加速することが報告され (Carro et al., 2005)、CSF から循環血液への hAβ(1-40) の輸
送には LRP2 が関与している可能性が示された。一方、LRP2 のリガンドであり、hAβ(1-40) 
と複合体を形成する albumin、transthyretin および apoJ の循環血液から CSF への移行が、
LRP2 を発現抑制したラットでは減少していたことから (Carro et al., 2005)、LRP2 が直接 
hAβ(1-40) を CSF から循環血液中へ輸送しているかは明らかではない。また、LRP2 のリ
ガンドである IGF-1 は、循環血液に投与することで hAβ の脳内沈着を抑制する作用を有す
ることから (Carro et al., 2002)、LRP2 の発現抑制ラットで観察される hAβ 蓄積の加速には、
IGF-1 の脳内への供給低下が要因になっている可能性も否定できない。脳内に沈着する不溶
性 hAβ と可溶性 hAβ の間には、平衡状態が存在することから (Walsh et al., 1999)、CSF 中 
hAβ(1-40) のクリアランス機構は、hAβ の脳内蓄積を予防する新たな AD の治療戦略を提唱
する可能性が考えられるため、BCSFB を介した hAβ(1-40) 輸送の分子機構を明らかにする





第三節 Cholesterol の脳内動態と神経変性疾患 
 
脳内 cholesterol の生理的役割と供給経路 
 脳は、全身重量の 2% を占める組織であるが、全身の約 25% の遊離型 cholesterol を含
んでいる。脳内 cholesterol は、ニューロンおよびグリア細胞の細胞膜構成脂質であるだけ
ではなく、ミエリンの主要構成成分であり、シナプス形成因子としての機能を有することか
ら、神経細胞の機能発現のために重要な役割を果たしている (Snipes and Suter, 1997; Mauch 
et al., 2001)。 
1962 年 Chobanian らによって、成体ヒトの静脈内に投与した [14C]cholesterol は、少な
くとも 7 ヶ月間は脳では検出されないことが報告された (Chobanian and Hollander, 1962)。
一方、ラットに対し [14C]cholesterol を生後 8 週目まで投与した解析から、脳内 cholesterol 
の 5% 程度は末梢由来のものであり (Dobbingj, 1963)、その供給は生後一週目までの限られ
た時期に行われることが示唆された (Jurevics and Morell, 1995)。発生初期においては、脳毛
細血管内皮細胞は TJ が形成されておらず、末梢と同様に有窓 (fenestrate) の状態である。
発生段階における毛細血管は、E13 (胎生 13 日目) までは有窓の状態であり、E18 から P1 
(生後 1 日) にかけて急激に細胞間に TJ が形成され (Kniesel et al., 1996)、BBB を形成す
る (Goldstein and Betz, 1986)。さらに、horseradish peroxidase (HRP) の BBB を介した脳
内への透過性は、出生時に比べ離乳時には  2/3 まで低下することから  (Stewart and 
Hayakawa, 1987)、発育に従って TJ は強固になり、透過性が低くなっていく。以上のよう
に、脳内への cholesterol 供給が行われる時期は、脳毛細血管の血管透過性が高い時期と一
致する。従って、成体脳において、末梢から脳内への cholesterol の移行は、BBB によって
著しく制限されていると考えられる。 
ミエリンは脳内ではオリゴデンドロサイトが神経軸索のまわりを何重にも巻きついた特殊
な構造をしており、cholesterol、phospholipids および glycosphingolipids などの脂質が 70% 
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を占める。脳の白質の半分以上はミエリンによって構成されており、脳内 cholesterol の 
70% はミエリンに分布していると見積もられている (Snipes and Suter, 1997)。ミエリンは、
新生期  (P7-P21) に急速に形成されることから、新規合成だけではなく、末梢からの 
cholesterol 供給にもミエリン形成は依存している (Haque and Mozaffar, 1992)。一方、成体
脳への cholesterol 供給は、新規合成によって賄われる。成獣ウサギの海馬および感覚ニュ
ーロンには、3-hydroxy-3-methyl-glutaryl coenzyme A (HMG-CoA) synthase (EC 2.3.3.10) が
発現している (Swanson et al., 1988)。また、胎生期および新生哺乳動物から調製した培養ニ
ューロンでは、cholesterol の新規合成が行われている (Lopes-Cardozo et al., 1986; Saito et 
al., 1987; Tabernero et al., 1993; Vance et al., 1994; de Chaves et al., 1997)。従って、未成熟
なニューロンは必要な cholesterol を自らの生合成で賄っていると考えられる。一方、rat 
retinal ganglion cell を用いた解析によって、充分数のシナプスの形成および成熟には、グリ
ア細胞からニューロンへ cholesterol 供給が必要であることが示された (Mauch et al., 2001)。
また、損傷ニューロンの修復および再生を cholesterol は促進し (Handelmann et al., 1992)、
ニューロンに比べアストロサイトの cholesterol 生合成能は 2-3 倍高い (Saito et al., 1987)。
従って、成体ニューロンの機能維持はアストロサイトによって供給される cholesterol に依
存する機構が提唱されている (Pfrieger, 2003)。 
 
Cholesterol とアルツハイマー型認知症 
 1993 年に、リポタンパク質の構成成分であるアポリポタンパク質 (apo)E の対立遺伝子 
ε4 が AD の危険因子であることが報告され (Corder et al., 1993; Saunders et al., 1993; 
Strittmatter et al., 1993)、AD 発症と cholesterol 動態との疫学的研究が進められた。Hofman 
らは、横断的な Rotterdam study の一環として、認知症患者の動脈硬化の程度を調べ、AD を
含めた認知症患者は動脈硬化の程度が強いことを指摘した (Hofman et al., 1997)。Notkola ら
は、AD 発症と発症前の長期間における高 cholesterol 血症との間に有意な相関が存在するこ
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とを報告した (Notkola et al., 1998)。その後、Evans らの横断的な解析から、高 cholesterol 
血症と AD 発症の関連が確認された (Evans et al., 2000)。また、Kivipelto らは、中年期に
おける高  cholesterol 血症は  MCI 発症との間にも有意な相関があることを報告した 
(Kivipelto et al., 2001)。一方、Kuo らは血清中に存在するリポタンパク質について詳細に解
析し、脳内 Aβ の沈着量が多いヒトでは、血清中の LDL 濃度は増加し、血清中 HDL 濃度
は減少することを報告した (Kuo et al., 1998)。以上から、比較的長期に亘り先行する高 
cholesterol 血症は AD 発症の危険因子ではないかと考えられるようになった。 
AD と cholesterol の関連性に関する研究は、主として細胞内 cholesterol 含有量と Aβ 
の分泌および蓄積の関係について行われてきた。1994 年には、食餌として高 cholesterol 食
を与えた家兎では、脳内に Aβ の沈着が認められることが報告された (Sparks et al., 1994)。
また、培養細胞の細胞内 cholesterol 含有量を減少させると、Aβ の分泌量が減少することが
報告された (Simons et al., 1998)。さらに、細胞膜の cholesterol 濃度を減少させると、
α-secretase 活性を有する ADAM 10 の活性が亢進することが報告された (Kojro et al., 
2001)。以上によって、神経細胞の細胞膜の cholesterol 濃度は、APP のプロセッシングを
変化させ、Aβ 分泌量に影響を与えることが明らかにされた。一方、Yanagisawa らは、細胞
膜を構成するスフィンゴ糖脂質である GM1 ガングリオシドに結合した Aβ を見出し、これ
が核 (seed) となって Aβ の凝集および蓄積が促進されることを示唆した (Yanagisawa et 
al., 1995)。さらに、Aβ と GM1 ガングリオシドの分子間結合が cholesterol 濃度に依存す




 スタチンは、cholesterol 合成の律速段階酵素である HMG-CoA 還元酵素の阻害薬であり、
血清中の cholesterol の中でも特に LDL-cholesterol を低下させる薬剤として、国内でも多
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くの種類の薬剤が使用されている。AD 発症と高 cholesterol 血症に正の相関があることを示
した報告をかわきりに、スタチンに AD 発症に対する予防効果があるとする報告が相次いだ。
Wolozin らは、米国 3 施設における 60 歳以上 57104 人の病歴から、全患者群、スタチン
服用群、高血圧や心血管疾患の薬物服用群の 3 群における AD 罹患率を横断的分析によっ
て比較検討したところ、スタチンの中でも lovastatin および pravastatin を 1-5 年間服用し
た群で AD 有病率の有意な低下が認められたと報告した (Wolozin et al., 2000)。Jick らは、
英国政府のデータベース (The General Practice Research Database) からランダムに選択し
た case-control study をデザインし、50 歳以上で初めて認知障害と診断された 284 名とラ
ンダムに選択した非認知症患者 1080 名の群間比較で、スタチンに使用状況を 1992 年から 
1998 年にかけて追跡調査した結果、スタチン (simvastatin, pravastatin, atorvastatin) を服用
していた患者では、AD 発症の相対リスクが対照者に比べて有意に低いことを示唆し、この
ような相対リスクの低下は、他の高脂血症治療薬では認められないことを報告した (Jick et 
al., 2000)。一方、スタチン以外の高脂血症治療薬も 80 歳以下では AD をはじめとする認知
症の危険率を有意に低下させるとする報告もあり (Rockwood et al., 2002)、スタチンが AD 
発症を予防する機構に関しては、慎重な議論が必要である。 
 中枢と末梢の間の cholesterol 移行は BBB によって制限されていることから、血清中
cholesterol 値と CSF 中 cholesterol 値の間には相関がないとされている (Fagan et al., 
2000)。Locatelli らは、高 cholesterol 血症の 18 人に simvastatin を投与したところ、脳内 
cholesterol の主要代謝物である 24S-hydroxycholesterol の血液中濃度が減少することを報
告した (Locatelli et al., 2002)。また、AD 患者を対象とした解析が実施され、simvastatin、
lovastatin および pravastatin を投与すると、血液中 24S-hydroxycholesterol 濃度の低下が
認められた (Vega et al., 2003)。以上の結果から、スタチンは末梢だけではなく、脳内の神経
細胞における cholesterol 合成を抑制している可能性が示された。 
 Simons らは、lovastatin と methyl-β cyclodextrin で細胞膜 cholesterol を減少させると、
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APP の産生は変化しなかったが、Aβ 産生が抑制されることを報告した (Simons et al., 
1998)。さらに、simvastatin を二重盲検法で投与したところ、症状が軽度の AD 患者では 
CSF 中 hAβ(1-40) 濃度が低下し、濃度低下は 24S-hydroxycholesterol の濃度低下と相関す
ることが見出された (Simons et al., 2002)。以上から、スタチンは神経細胞の cholesterol 合
成を抑制し、hAβ の産生を抑制することで、AD の進行に抑制的に機能すると考えられるよ
うになった。一方、非認知症の高齢者にスタチンを投与した群では CSF 中の cholesterol お
よび 24S-hydroxycholesterol 濃度は低いが、hAβ(1-42) 濃度には変化が認められないことも
報告されており (Fassbender et al., 2002)、スタチンの脳内 hAβ 産生抑制作用に否定的な報
告もなされている。スタチンのような安全性の確立された薬剤は早急な臨床導入が可能であ
るが、脳内 cholesterol 代謝に関与する分子機構には不明な点が残されているため、AD と脳
内 cholesterol 代謝の関連性も未だ決定的ではない。従って、脳内 cholesterol 代謝の分子機
構を明らかにすることは、今後の重要な課題である。 
 
アルツハイマー型認知症と apolipoprotein E (apoE) 
ApoE のヒト遺伝子には、3 種類の対立遺伝子 (ε2, ε3, ε4) が知られ、それぞれに対応す
る 3 種類の表現型 (apoE2, apoE3, apoE4) が主要 isoform として存在する (Das et al., 
1985)。1991 年には、老人斑および神経原線維変化と apoE が共局在していることが報告さ
れ (Namba et al., 1991)、apoE と AD で観察される病理変化との関連が示されていた。1993 
年に、ε4 遺伝子を有する割合が、遅発性  FAD (Strittmatter et al., 1993) および  SAD 
(Saunders et al., 1993) において有意に高いことが報告された。さらに、Corder らによって、
ε4 遺伝子が 1 つ増加することで AD を発症する危険率は 20% から 90% に増大し、発症
年齢は平均 84 歳から 69 歳に若年齢化することが報告された (Corder et al., 1993)。1994 
年には日本においても、同様の報告がなされ、健常人では ε4 遺伝子の頻度は 10% 程度で
あるのに対し、AD 患者では 30% 以上であることが報告され、ε4 遺伝子は AD の危険因
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子であることが示された (Dai et al., 1994; Okuizumi et al., 1994; Yoshizawa et al., 1994)。 
 内因性 apoE を遺伝子欠損したマウスに、ヒト apoE3 および apoE4 を強制発現させた
トランスジェニックマウス (Tg) を用いた研究によって、apoE4-Tg マウスでは水迷路試験な
どによって学習能力が低下していることが示された (Raber et al., 2000)。また、こうした学
習障害は加齢と共に増悪し、またメスのみにおいて認められた。さらに、他の Tg マウスの
系統においても apoE4-Tg マウスでは、著しいワーキング記憶の低下が認められることが報




危険因子である ε4 遺伝子の表現型である apoE4 が AD 発症のリスクを高めるメカニ
ズムに関しては、明らかにされていない。AD 発症と apoE の関係については、主として 
cholesterol 動態に関わる分子としてではなく、新たな生理機能を同定し、その isoform 特異
的な作用から、AD 発症機構を説明しようとする研究が進められてきた。まず、Aβ と apoE 
は、SDS や塩酸グアニジンに抵抗性である複合体を形成し、apoE4 の方が apoE3 に比べ
て Aβ への結合速度が速く、線維化 Aβ を形成しやすいことが報告された (Strittmatter et al., 
1993)。また、内因性の apoE を欠損させたマウスに対し、ヒト apoE3 および apoE4 を強
制発現させると、apoE3 および apoE4 は hAβ の脳内沈着を減少させ、その減少作用は 
apoE3-Tg に比べて apoE4-Tg において弱かった (Holtzman et al., 1999)。APP のトランス
ジェニックマウスと apoE の遺伝子欠損マウスを交配させたマウスでは、脳内 Aβ の沈着が
減少することが報告されており (Bales et al., 1999)、ヒト apoE は hAβ の沈着を抑制し、
その作用の特異性によって ε4 allele を有するヒトでは脳内 Aβ の蓄積が加速している可能
性が示された。ただし、apoE4 の Aβ 線維化促進作用に否定的な報告もなされており (LaDu 
et al., 1994; Naiki et al., 1997)、結論は出されていない。また、apoE4 は神経細胞突起の成長
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抑制作用 (Nathan et al., 1994)、神経細胞骨格を破壊する作用 (Buttini et al., 1999)、tau の過
剰リン酸化を促進することで  tau による微小管安定化を抑制する作用を有すること 
(Tesseur et al., 2000) が報告され、ニューロン神経突起の伸長を抑制する可能性が示された。
さらに、apoE4 の分解産物は、ニューロンの脱落を引き起こすこと (Huang et al., 2001)、
Aβ によって惹起されるリソソームの漏出作用を促進すること (Ji et al., 2002)、apoE4 は 
apoE3 に比べて抗酸化作用が弱いこと (Miyata and Smith, 1996; Tamaoka et al., 2000) が報
告され、ニューロンの生存力を脆弱化させることが示唆された。以上のような、ヒト apoE の
多様な生理作用に対する isoform 特異性が AD 発症に関与すると考えられてきた。 
2000 年に、アストロサイトからの apoE4 を介する cholesterol 排出は、他の isoform に
比べて少ないことが報告され (Michikawa et al., 2000)、アストロサイトからニューロンへの 
cholesterol 供給は apoE4 では少ないことが示唆された。さらに、apoE を構成成分とする
リポタンパク質の cholesterol 含有量は、apoE3 に比べて apoE4 において 2 倍程度大きい
ことが報告された (Gong et al., 2002)。ApoE の発現は、中枢の損傷部位において誘導され
ることから (Ignatius et al., 1986; Snipes et al., 1986)、損傷細胞の修復および再生に必要な 
cholesterol の供給に関与すると考えられる。以上から、apoE4 ではニューロンへの 
cholesterol 供給能が低いことから、ニューロンの脱落が加速されることが示唆された。 
神経細胞の細胞膜組成は均一ではなく、cholesterol およびスフィンゴ糖脂質を多く含み、
可溶化剤 (Triton X-100 もしくは CHAPS) 存在下、4ºC でインキュベーションしても可溶化
されない膜画分が存在する (Fiedler et al., 1993; Brown et al, 1997)。不溶性膜画分のうちカ
ベオラ (caveolae) は、細胞膜に存在する直径 50-70 nm の丸フラスコ型の陥入構造物であ
り、分子量 21-25 kDa でヘアピン様構造をとる caveolin の存在によって特徴づけられる。
一方、不溶性画分のラフト (raft) は、膜中に浮かぶ微小な膜領域 (membrane microdomain) 
であり、各オルガネラ間を移動して、分子間相互作用・シグナル伝達・細胞接着などの機能
や脂質やタンパク質の輸送を担うと考えられている (Simons and Ikonen, 1997)。これまでに、
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BACE1 (Ehehalt et al., 2003) および PS (Li et al., 2000; Wahrle et al., 2002) は raft に多く
存在することが明らかになった。一方、α-secretase 活性を有する ADAM 10 は raft には存
在しなかったことから (Kojro et al., 2001)、APP の raft 中への移行が APP のプロセッシン
グによる hAβ 産生に重要な役割を果たすことが示唆されている。また、ニューロンからの 
cholesterol 拠出能力は、 apoE3 に比べて  apoE4 において低いことが報告された 
(Michikawa et al., 2000)。さらに、apoE3-Tg マウスに比べて apoE4-Tg マウスから調製した
シナプス外側膜における cholesterol の分布量は 2 倍以上増加していることが報告され 
(Hayashi et al., 2002)、apoE4 を有しているヒトでは、細胞膜微少領域の cholesterol 含有
量の増加が引き起こされ、raft に存在する APP からの hAβ 産生経路が活性化し、hAβ の
脳内沈着を加速している可能性が示された。 
 
脳内 cholesterol の排出経路 
脳内  cholesterol は、cholesterol 24-hydroxylase (CYP46, EC 1.14.13.98) によって
24S-hydroxycholesterol に代謝され、BBB を介し脳内から循環血液中に排出される 
(Lutjohann et al., 1996) 。 赤 血 球 を 用 い た 解 析 に よ っ て 、 cholesterol に 比 べ て 
24S-hydroxycholesterol は細胞膜透過性が高いことが示唆され、24S-hydroxycholesterol は、
24 位に存在する OH 基が存在することで細胞膜の水溶性領域を容易に拡散する可能性が提
唱された (Meaney et al., 2002)。一方、CYP46 の遺伝子欠損マウスでは、脳内 cholesterol 含
有量には変化しないことが報告されたことから (Lund et al., 2003; Xie et al., 2003)、
24S-hydroxycholesterol の BBB を介した脳外排出には、単純拡散以外の機構が関与してい
る可能性が考えられる。当研究室では、BEI 法を用いた解析によって、BBB を介した 
24S-hydroxycholesterol の脳外排出には、organic anion transporting polypeptide 2 (oatp2) が
関与することを明らかにした (Ohtsuki et al., 2007)。 
AD 患者では、CSF 中の 24S-hydroxycholesterol 濃度が増加する (Papassotiropoulos et 
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al., 2002)。CSF と ISF は、脳室上衣細胞を介して自由な物質交換を行っていることから、
ISF および CSF 中 cholesterol 動態は AD 発症に関与している可能性が考えられる。従っ
て、ニューロンへの cholesterol 供給および排出の分子機構だけではなく、BBB および 
BCSFB を介した cholesterol 輸送の分子機構を明らかにすることは、AD 病態を理解するた
めに重要であると考えられる。 
 
脳内 cholesterol 動態における血液脳脊髄液関門の役割 
 BBB および BCSFB は、TJ によって循環血液と ISF もしくは CSF 間の cholesterol 移
行を静的障壁として著しく制限する。また、CSF 中には cholesterol を多く含むリポタンパ
ク質が存在することが明らかにされており (Roheim et al., 1979; Pitas et al., 1987; Borghini 
et al., LaDu et al., 1998)、静脈血に吸収されることで CSF は脳内 cholesterol の排出経路と
して存在する。CSF 中には apoE および apoA-I を主要構成成分とする cholesterol を多く
含むリポタンパク質が存在する (Pitas et al., 1987)。一方、成体脳への cholesterol 供給に主
として寄与するアストロサイトは、未成熟で cholesterol 含有量の少ないリポタンパク質を
分泌する (LaDu et al., 1998)。当研究室では in situ hybridization 法によって ABCA1 および 
ABCG sterol transporter のマウス脳内発現パターンを網羅的に解析し、マウス脈絡叢に 
ABCA1 が多く発現していることを報告した (Tachikawa et al., 2005)。ABCA1 は、apoA-I お
よび apoE への cholesterol 転送に関与する (Wang et al., 2000; Remaley et al., 2001)。従
って、BCSFB は cholesterol の透過を制限する静的障壁としてだけではなく、CSF 側およ
び血液側細胞膜に輸送担体が発現することで、CSF 中リポタンパク質の成熟および 
cholesterol の排出輸送を積極的に行っている可能性が考えられる。しかし、BCSFB を介し
た cholesterol 輸送機構に関しては不明であり、ABCA1 をはじめとする ABC 脂質輸送担体
の BCSFB における発現および機能を解明することは重要な課題である。 
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第四節 脂質輸送に関わる ATP-binding cassette (ABC) transporter 
 
 ATP-binding cassette (ABC) transporter は、ATP の加水分解を駆動力として濃度勾配に逆
らった物質の膜輸送を行う一次性能動輸送担体である。以前は、細胞膜からの high-density 
lipoprotein (HDL) を介した cholesterol 排出は、細胞膜と HDL の間に形成された濃度勾配
によって非特異的に行われており、機能発現に駆動力を必要とする ABC transporter が脂質
輸送に関わっているとは考えられていなかった。一方、1999 年に血液中の HDL 濃度が極端
に減少するタンジール病の原因遺伝子として ABCA1 が同定され (Bodzioch et al., 1999; 




 ABCA1 は、2 ヶ所の 6 回膜貫通領域および 2 つのヌクレオチド結合領域 (nucleotide 
binding domain; NBD) から構成される ABC full-transporter である (Fig. 1-4)。ABCA1 は 
HDL 新生に必須であり、lipid-free apolipoprotein を介した cholesterol (Wang et al., 2000; 
Remaley et al., 2001)、phosphatidyl choline (Tanaka et al., 2001) および phosphatidylserine 
(Hamon et al., 2000) の細胞からの排出に関与することが示されている。 
 ABCA1 は広範な組織発現を示し、特に小腸、肝臓およびマクロファージにおける発現が
顕著である (Luciani et al., 1994)。まず、ABCA1 の遺伝子欠損マウスでは、小腸からの 
cholesterol 吸収が増加していることが報告された (Orso et al., 2000)。さらに、小腸におけ
る ABCA1 発現を誘導する LXR リガンドの処理によって、小腸からの cholesterol 吸収が
抑制されることから (Repa et al., 2000)、当初 ABCA1 は小腸上皮刷子縁膜に局在し、
cholesterol の体内への吸収を抑制していると考えられてきた。しかし、ABCA1 の遺伝子変
異 (E89K) を有しているニワトリ (WHAM ニワトリ) では血液中に HDL が存在せず、食餌
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中の cholesterol がほとんど吸収されないことが明らかにされた (Mulligan et al., 2003)。哺
乳類では、食物中の脂質成分はカイロミクロンとして小腸から吸収され、リンパを経て血液
を介して肝臓へ輸送される。一方、鳥類では cholesterol は小腸から直接血液に HDL とし
て吸収され、即座に肝臓に輸送される。ヒト腸由来の培養細胞である Caco-2 細胞では、
ABCA1 は基底膜に局在し、apoA-I を基底膜側の培養液中に加えた場合に HDL が産生され
ることが報告された (Ohama et al., 2002)。また、LXR によって発現誘導を受け、小腸にお
ける cholesterol 吸収を抑制する分子実体として、ABCG5 および ABCG8 が同定された 
(Repa et al., 2002)。以上から、小腸における ABCA1 は、cholesterol の体内吸収に関与す
ると考えられるようになった。ただし、タンジール病患者と健常人の間には、cholesterol の
吸収率に違いがないことも報告されており (Schaefer et al., 2001)、ヒト小腸における 
ABCA1 の役割に関しては不明な点も残されている。 
  
ABCG1 / ABCG4 
ABCG transporter は 1 ヶ所の 6 回膜貫通領域および 1 つの NBD から構成される
ABC half-transporter であり、ホモもしくはヘテロダイマーを形成し機能すると考えられてい
る (Fig. 1-4)。ABCG1 はさまざまな組織に発現しており、脾臓、脳および心臓における発現
量が多い (Chen et al., 1996)。まず、ABCG1 の機能は、アンチセンス法を用いた遺伝子発現
抑制によって解析され、マクロファージからの cholesterol 排出に役割を果たす可能性が示
された (Klucken et al., 2000)。また、ABCG1 の強制発現細胞からの cholesterol 排出は、
HDL および LDL を加えた場合は促進され、apoA-I では変化しないことが報告された 
(Wang et al., 2004)。さらに、高脂肪食を摂食させた ABCG1 の遺伝子欠損マウスでは、マ
クロファージおよび肝臓に  cholesterol の過剰蓄積が生じることが明らかにされた 
(Kennedy et al., 2005)。マクロファージへの cholesterol 蓄積は、粥状動脈硬化を引き起こす。




ABCG4 は、脳および脾臓に発現しており (Annilo et al., 2001)、ABCG1 と同様に HDL
および LDL への cholesterol 転送を促進する (Wang et al., 2004)。また、ABCG1 および 
ABCG4 は、細胞膜において機能複合体を形成し、cholesterol 排出を促進することが報告さ
れており (Cserepes et al., 2004)、ヘテロダイマーを形成し機能する可能性が示されている。
一方、ABCG1 および ABCG4 の発現パターンが一致しない組織も存在することから、
ABCG4 の生理的な役割に関しては、更なる解析が必要である。 
 
ABCG5 / ABCG8 
 Cholesterol と植物 sterol である sitosterol は、構造的には非常に類似している。しかし、
sitosterol は有害であり、過剰な吸収によって sitosterol 血症を発症し、結果として結節性黄
色腫や若年性冠動脈疾患を合併してしまう場合が多い。我々の体は、cholesterol と sitosterol 
を識別しており、食物中の cholesterol は 50-60% が小腸上皮から吸収し、sitosterol の吸
収を 5% 以下に制限する機構を備えている。2000 年に、Berge らによって sitosterol 血症
の原因遺伝子として ABCG5 および ABCG8 が同定された (Berge et al., 2000)。ABCG5 お
よび ABCG8 は ABC half-transporter であり (Fig. 1-4)、ABCG5 および ABCG8 のいずれ
か一方の遺伝子変異によって sitosterol 血症は発症する (Berge et al., 2000; Lee et al., 
2001)。さらに、ABCG5 および ABCG8 の cDNA を導入すると、単独で導入した場合には
糖鎖の成熟が不十分であり細部内に留まるのに対し、両者を同時に発現させた場合には細胞
膜に局在することが報告された (Graf et al., 2002)。以上から、ABCG5 および ABCG8 は、
ヘテロダイマーを形成し機能すると考えられている。ABCG5/G8 の遺伝子欠損マウスでは、
植物 sterol (cholestanol、campesterol、sitosterol) の小腸からの吸収が促進され、胆汁中へ
の排出が抑制される (Yu et al., 2002a)。また、ABCG5/G8 のトランスジェニックマウスでは、
小腸および肝臓からの cholesterol および植物 sterol の排出量が増加することから (Yu et 
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al., 2002b)、ABCG5/G8 は、小腸上皮細胞刷子縁膜および肝細胞毛細胆管膜に発現し、植物 
sterol の体内蓄積に対して抑制的に機能することが明らかにされた。2007 年には、ABCG8 
の遺伝子多型 (D19H) は、ABCG8 の輸送機能を亢進し、胆石症のリスクを高める可能性が




















Fig. 1-4   Proposed structure of human ABCA and ABCG subfamily. (A) ABCA1; ABC 
full-transporters are typically composed of two hydrophobic transmembrane domains each 
containing six α-helices and two nucleotide binding domain (NBD-1 and NBD-2). Each NBD is 
characterized by Walker A and Walker B motifs and an ABC signature motif. (B) ABCG1; ABC 
half-transporters are composed of a single hydrophobic domain and NBD. 
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脳内 cholesterol 動態における ABC transporter の役割 
2004 年、ABCA1 の遺伝子欠損マウスでは、CSF 中 cholesterol 濃度が減少することが
報告された (Wahrle et al., 2004)。また、遺伝子欠損マウスでは、顕著な apoE 濃度の減少
が観察され、大脳皮質では野生型マウスに比べ 80% 減少し、CSF 中では 98% 減少してい
た (Wahrle et al., 2004)。さらに、遺伝子欠損マウスから調製した培養アストロサイトでは、
apoE 分泌が抑制されることが報告され (Hirsch-Reinshagen et al., 2004)、ABCA1 は apoE 
動態に影響を与え、脳内 cholesterol 供給に影響を与えていることが明らかになった。 
ABCA1 の機能亢進性の変異 (R219K) を有するヒトでは、AD 発症年齢が高年齢化するこ
とが報告されている (Wollmer et al., 2003)。一方、ABCA1 の遺伝子多型は、AD 発症年齢に
は影響しないという報告もなされており (Li et al., 2004)、ABCA1 の遺伝子変異が AD 発症
のリスクになるかは不明である。また、ABCA1 の遺伝子多型  (G395C) は、CSF 中 
24S-hydroxycholesterol 濃度を減少させることが報告されており (Kolsch et al., 2006)、脳内 
cholesterol の代謝過程に影響を与える可能性も示されている。 
ABCG1 および ABCG4 は、脳における発現が示されていたことから、脳内 cholesterol
動態に役割を果たすと予想されてきたが、その寄与に関しては不明な点が残されていた。近
年、ABCG1/G4 の遺伝子欠損マウスが作成され、野生型マウスに比べて desmosterol、
lathosterol、lanosterol など cholesterol 合成の中間代謝物の脳内への移行が抑制されること
が報告された  (Wang et al., in press)。ただし、ABCG1/G4 遺伝子欠損マウスの脳内 
cholesterol の含有量は、野生型マウスと同様であったことから (Wang et al., in press)、脳内 
cholesterol 動態における ABCG1 および ABCG4 の寄与に関しては、今後さらなる解析が
必要である。 
AD モデル動物として用いられる APP トランスジェニックマウスにおける老人斑の沈着
は、ABCA1 および ABCG1 の発現を誘導することで減少する (Koldamova et al., 2005)。ま
た、ABCA1 の遺伝子欠損マウスでは hAβ の脳内沈着が加速される (Hirsch-Reinshagen et 
33 
 
al., 2005; Koldamova et al., 2005; Wahrle et al., 2005)。従って、ABCA1 を介した脳内 
cholesterol 動態の制御は hAβ の産生および蓄積に対して抑制的に機能すると考えられる。
一方、ABCA1 の発現を short interfering RNA (siRNA) によって一過性に抑制したニューロ
ン細胞株 (Neuro2A) からの Aβ 分泌が減少することも報告されており (Fukumoto et al., 
2002)、ABCA1 の Aβ 産生に対する役割については、慎重に議論をする必要がある。ABCA1 
および  ABCG1 の細胞膜局在を解析した結果、ABCA1 は  Triton X-100 可溶性画分 
(non-raft)、ABCG1 は Triton X-100 不溶性画分 (raft) に回収されることが明らかになった 
(Kobayashi et al., 2006)。APP を発現させた CHO 細胞からの hAβ 産生は、ABCG1 の遺
伝子導入によって減少することが報告されている (Kim et al., 2007)。ABCG1 は、hAβ 産生
経路である raft に局在することから、hAβ 産生が行われる raft における cholesterol 含有
量を制御する主要な分子である可能性も考えられる。ニューロン細胞膜の微少領域における 
cholesterol 制御を明らかにすることは、hAβ 産生を制御する薬剤の開発に繋がる可能性があ
り、ISF 環境を制御する BCSFB を介した ABCA1 および ABCG1 による cholesterol 輸
送特性を明らかにすることは重要な課題である。 
 
Liver X receptor (LXR) の中枢 cholesterol 動態における役割 
 BBB および BCSFB が、中枢の恒常性を維持するためには、ISF、CSF および循環血液
中の状態を反映する因子によって輸送系が制御される必要がある。当研究室では、浸透圧調
節因子として働く中性アミノ酸およびタウリンの輸送系である system A (ATA2) および
taurine transporter (TAUT) の BBB における輸送活性は、高浸透圧条件下では誘導されるこ
とを示唆した (Kang et al., 2002; Takanaga et al., 2002)。これらの輸送担体の BBB におけ
る機能制御は、中枢の浸透圧制御および脳毛細血管の細胞内容積の制御を行うことで、中枢





 Liver X receptor (LXR) は、LXRα および LXRβ の 2 種類の isoform が存在する核内受容
体である。LXR は、cholesterol の代謝物である oxysterol によって活性化される核内受容
体であり、脂質輸送に関与する ABCA1 および ABCG transporter をはじめとする sterol 代
謝に関与する分子の転写を制御することで、sterol の動態を統合していると考えられている 
(Repa and Mangelsdorf, 2002)。2002 年、LXRα/β の遺伝子欠損マウスが作成され、欠損マ
ウスでは脳室の消失および脈絡叢上皮細胞への過剰な脂質の蓄積が認められることが報告さ
れた (Wang et al., 2002)。従って、BCSFB には cholesterol 輸送に関与する ABC transporter 
が発現し、積極的に CSF 中 cholesterol 濃度を制御するだけではなく、その輸送系は LXR 
による制御を受けることで脳内 cholesterol 動態を制御していることが推察される。また、
AD 患者では、LXR リガンドである 24S-hydroxycholesterol の CSF 中濃度が増加する 
(Papassotiropoulos et al., 2002)。従って、LXR による BCSFB を介した cholesterol 輸送の
制御を明らかにすることで、cholesterol と関連する hAβ 産生機構をはじめとする AD 病態
の解明に繋がる可能性が考えられる。そこで、本研究では、BCSFB を介した ABCA1 およ





 前節までに、AD の発症機序、危険因子に関する歴史的研究背景から、AD の発症メカニ
ズムを解明する上で、BCSFB における hAβ(1-40) 輸送の分子機構および cholesterol 輸送
の制御を明らかにすることの重要性について概説した。 
 本研究は、上述した歴史的背景や重要性に基づき、第二章では、脳室内投与法を用いて CSF
中 hAβ(1-40) の消失過程を解析し、 in vitro 実験系として条件的不死化脈絡叢上皮細胞 
(TR-CSFB3) 細胞を用い、hAβ(1-40) の排出に関与する分子の寄与を解明することを目的と
した。第三章では、cholesterol 輸送に関与する  ABCA1 および  ABCG transporter の 
BCSFB における発現を解析し、TR-CSFB3 細胞を用いて BCSFB を介した cholesterol の
















 アミロイド β ペプチド (Aβ) は、前駆タンパク質であるアミロイド前駆体タンパク質 
(amyloid precursor protein; APP) から β- および γ-secretase によって産生される 39 から 
43 アミノ酸からなるペプチドである。hAβ は、アルツハイマー型認知症 (Alzheimer’s 
disease; AD) 脳において観察される老人斑の主要構成成分であり、老人斑は AD 早期に観察
される病理変化であることから、hAβ の脳内蓄積は AD 発症と密接に関連する。家族性 AD 
に連鎖する遺伝子変異は、hAβ の産生経路の異常が招来される。一方、孤発性 AD では産生
経路の異常は認められないことから、脳内 hAβ のクリアランス機能の低下が hAβ の脳内蓄
積を引き起こすと考えられる (Hardy and Selkoe, 2002)。 
 脳脊髄液 (cerebrospinal fluid; CSF) 中には、可溶性 hAβ である hAβ(1-40) が存在する 
(Seubert et al., 1992; Shoji et al., 1992)。AD 脳では、CSF と脳室上衣細胞を介し接してい
る脳細胞間液 (brain interstitial fluid; ISF) の hAβ(1-40) 濃度が増加する。また、AD 脳では、
脈絡叢による CSF の産生量が減少し、脳室に沿った CSF の静脈への吸収が減少する 
(Silverberg et al., 2003)。以上の報告は、CSF 中 hAβ(1-40) 濃度は、AD 病態の進行によっ
て増加する可能性を示している。しかし、AD 患者における CSF 中 hAβ(1-40) 濃度は、同
年代の健常人と同程度である (Kanai et al., 1998)。 
 AD のモデル動物である APP を強制発現させた PDAPP マウスでは、可溶性 hAβ(1-40)
の CSF 中濃度は、ISF 中に比べ 10 倍以上高い (Cirrito et al., 2003)。また、PDAPP マウ
スの老人斑を除去する抗アミロイド抗体 (m266) の静脈中への投与では、CSF および循環血
液中 hAβ(1-40) の濃度が増加する (Schenk et al., 1999; DeMattos et al., 2001)。従って、ISF 
と CSF 間には hAβ(1-40) の動的平衡が存在し、特に CSF は可溶性 hAβ(1-40) を集積す
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る重要な排泄経路である可能性が考えられる。ラット脳室内に投与した hAβ(1-40) は、3.5 
分で 30% が CSF 内から消失する (Ghersi-Egea et al., 1996)。CSF 内からの hAβ(1-40) 
の消失は、細胞膜非透過マーカーに比べて速やかであることから (Ghersi-Egea et al., 1996)、
脈絡叢上皮細胞を実体とする血液脳脊髄液関門  (blood-CSF barrier; BCSFB) には 
hAβ(1-40) の排出機構が存在する可能性がある。 
 脳内に沈着する不溶化 hAβ と可溶性 hAβ の間には、平衡状態が存在することから 
(Walsh et al., 1999)、BCSFB を介した CSF 中 hAβ(1-40) のクリアランス機構は、脳内へ
の hAβ 沈着に対して抑制的に機能すると考えられる。これまでに、LRP1 は hAβ(1-40) の
血液脳関門 (blood-brain barrier; BBB) を介した脳外排出 (Shibata et al., 2000) および循環
血液中 hAβ(1-40) の肝実質細胞内への取り込みに関与することが報告されており (Tamaki 
et al., 2006)、LRP1 は BCSFB においても同様に hAβ(1-40) 輸送に関与する可能性が考え
られる。一方、LRP1 のリガンドであるアポリポタンパク質 E (apoE) の遺伝子欠損マウスに
おける CSF 中 hAβ(1-40) のクリアランスは野生型マウスと同程度であるという LRP1 の
関与に否定的な報告もなされており (Ji et al., 2001)、BCSFB を介した hAβ(1-40) 排出の分
子機構には不明な点が残されている。 
 CSF 中 hAβ(1-40) 排出を促進することは、hAβ の沈着を予防する新たな AD の治療法に
なる可能性がある。また、脳内を反映する CSF 中の hAβ 濃度は、AD の早期診断マーカー
としての利用も期待されており、CSF 中 hAβ(1-40) 動態の分子機構を明らかにすることは、
AD の診断および治療を考える上で重要である。そこで、本章では、BCSFB を介した CSF 中
hAβ(1-40) 排出の分子機構を明らかにすることを目的とした。脳室内投与を用い、CSF 中 
hAβ(1-40) の消失過程を解析し、分子の同定を行った。さらに、条件的不死化脈絡叢上皮細






2-2-1 hAβ(1-40) の脳脊髄液からの時間依存的な消失 
 
 脳室内投与法を用いて、Sprague-Dawley 系ラットにおける CSF 中 hAβ(1-40) の消失過
程を解析した。ラット側脳室に投与した [125I]hAβ(1-40) および [14C]inulin は時間の経過に伴
い消失し (Fig. 2-1)、見かけの消失速度定数 (kel) はそれぞれ 4.01 x 10-2 ± 0.45 x 10-2および
8.03 x 10-3 ± 3.16 x 10-3 min-1 (mean ± SD)、分布容積 (Vd) はそれぞれ 240 ± 13 および 221 ± 
10 µL (mean ± SD) であった。CSF 内からの [125I]hAβ(1-40) および [14C]inulin の見かけの















Fig. 2-1   Time courses of [125I]hAβ(1-40) ( : 4.0 nM x 10 µL) and [14C]inulin (  : approx. 75 
µM x 10 µL) remaining in the CSF after intracerebroventricular (ICV) administration. The solid 
line was obtained using the nonlinear least-square regression analysis. Each point represents the 
mean ± SEM (n=4-7). 
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2-2-2 hAβ(1-40) の脳脊髄液からの排出に対する hAβ ペプチドの阻害効果 
 
 ラット CSF 内に [125I]hAβ(1-40) 投与し、30 分経過後の CSF 内残存濃度は、非標識
hAβ(1-40) を同時投与することで、195 ± 5 % dose/mL CSF (mean ± SEM) となり、コント
ロール (146 ± 5 % dose/mL CSF (mean ± SEM)) に比べて増加した (Table 2-1)。従って、
CSF 中 hAβ(1-40) の消失には、飽和性の輸送系が関与している可能性が示された。また、
[125I]hAβ(1-40) の CSF 内残存濃度は、非標識 hAβ(1-42) の共存によっても 197 ± 5 % 
dose/mL CSF (mean ± SEM) に増加した (Table 2-1)。 
 
 
Compounds Concentration in the injectate 
(µM) 
[125I]hAβ(1-40) concentration remaining in 
the CSF (% of dose/mL CSF) 
Control --- 146 ± 5 
hAβ(1-40) 20 195 ± 5* 




Table 2-1   Effect of unlabeled hAβ(1-40) and hAβ(1-42) on the elimination of [125I]hAβ(1-40) 
from rat CSF.  
hAβ peptide was co-administrated with [125I]hAβ(1-40) (4.0 nM x 10 µL) into rat lateral ventricle. Each 
value, determined 30 min after intracerebroventricular administration, represents the mean ± SEM 
(n=4-7). *p<0.01, significantly different from the control. 
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2-2-3 脈絡叢上皮細胞を介した hAβ(1-40) の transcellular transport 
 
 TR-CSFB3 細胞を介した [125I]hAβ(1-40) 輸送の膜透過係数 (Permeability coefficient, Pe) 
は、apical-to-basal 方向では  6.24 µL/min/cm2 であり、basal-to-apical 方向では  1.49 
µL/min/cm2 であった (Fig. 2-2A)。また、[125I]hAβ(1-40) は、apical 側および basal 側の培
地から時間依存的に取り込まれ、取り込み時間 10 分における cell/medium ratio は、apical 
側に加えた場合は 67.9 ± 4.0 µL/mg protein (mean ± SEM)、basal 側に加えた場合は 7.92 ± 












Fig. 2-2   Time courses of [125I]hAβ(1-40) transport (A) and uptake (B) in TR-CSFB3 cells 
cultured on Transwell. A, [125I]hAβ(1-40) was added to the apical side, squares; to the basal side, 
circles. Clearance with TR-CSFB3 cells, closed symbols; Clearance without TR-CSFB3 cells, open 
symbols. B, [125I]hAβ(1-40) uptake following application to apical side, squares; to the basal side, 
squares. Each point represents the mean ± SEM (n=3). Some of the error bars are smaller than the 
size of the symbol. 
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2-2-4 hAβ(1-40) の脳脊髄液からの排出に対する LRP1 の関与 
  
 CSF 中 hAβ(1-40) の排出に関与する分子を同定するため、BBB および肝臓において
hAβ(1-40) の輸送に関与する LRP1 の阻害剤およびリガンドを用いた阻害実験を行った。投
与後 30 分における [125I]hAβ(1-40) の CSF 内残存濃度は、LDL receptor 遺伝子ファミリー
に共通の阻害分子である RAP によって 203 ± 9 % dose/mL CSF (mean ± SEM) となり、コ
ントロール (146 ± 5 % dose/mL CSF (mean ± SEM)) に比べて増加した (Table 2-2)。また、
[125I]hAβ(1-40) の CSF 内残存濃度は、LRP1 のリガンドである活性型 α2M (α2M*) の共存
によっても 198 ± 4 % dose/mL CSF (mean ± SEM) に増加した (Table 2-1)。 
 
 
Compounds Concentration in the injectate 
(µM) 
[125I]hAβ(1-40) concentration remaining in 
the CSF (% of dose/mL CSF) 
Control --- 146 ± 5 
RAP 5 203 ± 9* 








Table 2-2   Effect of RAP and α2M* on the elimination of [125I]hAβ(1-40) from rat CSF.  
RAP, receptor-associated protein; α2M*, methylamine-activated α2-macroglobulin. RAP and α2M* 
was co-administrated with [125I]hAβ(1-40) (4.0 nM x 10 µL) into rat lateral ventricle. Each value, 
determined 30 min after intracerebroventricular administration, represents the mean ± SEM (n=4-7). 
*p<0.01, significantly different from the control. 
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2-2-5 ラット脈絡叢における LRP1 および LRP2 タンパク質発現量 
 
 LDL receptor 遺伝子ファミリーのうち、LRP1 および LRP2 は hAβ(1-40) の輸送に関与
することが報告されている。そこで、本研究室の上家らによって確立された膜タンパク質の
絶対発現定量法を用いて、ラット脈絡叢における LRP1 および LRP2 タンパク質発現量を
比較した。ラット脈絡叢および TR-CSFB3 細胞 whole cell lysate における LRP1 タンパク
質発現量はそれぞれ 3.71 ± 0.32 および 1.10 ± 0.23 fmol/µg protein (mean ± SEM) であっ
た。一方、LRP2 タンパク質発現量は、本定量系の定量限界である 0.2 fmol/µg protein 以下
であった (Table 2-3)。 
 
 
Target Expression level in rat choroid plexus 
(fmol/µg protein) 
Expression level in TR-CSFB3 cells 
(fmol/µg protein) 
LRP1 3.71 ± 0.32 1.10 ± 0.23 






2-2-6 hAβ(1-40) の脈絡叢上皮細胞への取り込みに対する LRP1 の寄与 
  
 hAβ(1-40) の脈絡叢上皮細胞への取り込みに対する LRP1 の寄与を明らかにするため、
TR-CSFB3 細胞における LRP1 タンパク質発現を抑制し、[125I]hAβ(1-40) の取り込みに与え
Table 2-3   Expression level of LRP1 and LRP2 protein in the rat choroid plexus and 
TR-CSFB3 cells.  
Whole cell lysate of rat choroid plexus and TR-CSFB3 cells (50 µg) were digested with trypsin. 
Trypsin-digested peptides supplemented with 500 fmol of stable isotope-labeled peptide mixture were 
injected into the LC-MS/MS. Multi-channel MRM analysis was performed under optimized conditions. 
The quantitative value was calculated from the peak area ratio of analyte and stable isotope-labeled 
peptide in each MRM channel. The amount of each protein was determined as average of 12 
quantitative values, from 4 different MRM channels of 3 samples with signal peaks over 5000 counts. 
Each values represents the mean ± SEM (n=12). 
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る影響を解析した。LRP1 タンパク質の発現量は、内標準タンパク質 Na+, K+ ATPase タン
パク質発現量を用いて補正した相対発現量 (LRP1 / Na+, K+ ATPase) を用いて比較した。
LRP1 に対して特異的な short interfering RNA (siRNA) をトランスフェクションしてから 
48 時間経過後、LRP1 タンパク質の相対発現量は、トランスフェクションをしていないコン
トロールと比較して 20.3% 減少した。一方、ターゲット配列と等しいオリゴヌクレオチド
組成を有し、配列をランダムに組み替えた scramble siRNA では抑制効果は認められなかっ
た (Fig. 2-3A)。 
 LRP1 に対する  siRNA をトランスフェクションした  TR-CSFB3 細胞では、
[125I]hAβ(1-40) の取り込みは、コントロールに比べて 18.2% 抑制された (Fig. 2-3B)。
Scramble siRNA をトランスフェクションした場合には、有意な抑制効果は認められなかっ
た。特異的 siRNA によって LRP1 タンパク質発現は 20.3% 抑制され、hAβ(1-40) 取り込
みが 18.2% 抑制されたことから、TR-CSFB3 細胞への hAβ(1-40) 取り込みに対する LRP1












Fig. 2-3   Effect of siRNA-mediated LRP1 suppression on the [125I]hAβ(1-40) uptake by 
TR-CSFB3 cells. TR-CSFB3 cells were transfected with siRNA targeted to rat LRP1 (siRNA) or the 
control scrambled sequence (scrambled), or untransfected (mock). A, After 48 hr transfection with 
siRNAs, the cells were collected for determination of LRP1 protein amount. B, After 48 hr transfection 
with siRNAs, the [125I]hAβ(1-40) (0.4 nM) uptake was measured at 37ºC for 2 min. Each column 





 本章では、CSF 中 hAβ(1-40) は、BCSFB に発現する LRP1 を介し消失することが明ら
かになった。[125I]hAβ(1-40) は、CSF 内から半減期 17 分で消失した。hAβ(1-40) の見かけ
の消失クリアランスは 9.61 µL/min であり、CSF の流速を表す inulin と比較して 5.4 倍大
きい値であった (Fig. 2-1)。従って、hAβ(1-40) は bulk flow による静脈血への吸収とは異な
る経路で積極的に脳室内から消失していることが示唆された。また、CSF 内の hAβ(1-40) は、
飽和性の輸送系を介し消失することが示唆された (Table 2-1)。 
 脳室内投与は、CSF からの消失過程のみを解析できる手法であり、循環血液への排出まで
を評価することはできない。そこで、TR-CSFB3 細胞を介した hAβ(1-40) の transcellular 
transport を解析した。TR-CSFB3 細胞を介した hAβ(1-40) の膜透過係数は、apical-to-basal 
に比べ  basal-to-apical において大きかった  (Fig. 2-2A)。また、TR-CSFB3 細胞への 
hAβ(1-40) の取り込みは、basal-to-cell 方向に比べ apical-to-cell 方向への取り込みが大きか
った (Fig. 2-2B)。従って、TR-CSFB3 細胞を介した hAβ(1-40) 輸送は、主として apical 側
から basal 方向へ行われると考えられる。ただし、本実験では細胞間隙輸送のマーカーの透
過速度を考慮していないことから、TR-CSFB3 細胞の TJ が生体内に比べ緩く、細胞間隙の
非特異的な透過を観察している可能性は否定できない。実験後の  buffer に対し、
trichloroacetic acid (TCA) 沈澱法を行った結果、125I 放射活性の TCA 不溶性画分に占める割
合は、95% 以上であった。また、TR-CSFB3 細胞には hAβ(1-40) は細胞内容積に比べ濃縮
的に取り込まれていた (Fig. 2-2B)。従って、TR-CSFB3 細胞を介した hAβ(1-40) の輸送は、
少なくとも一部は transcellular transport を反映すると考えられる。以上から、BCSFB を介
した  hAβ(1-40) 輸送は、主として  CSF から循環血液方向に行われており、CSF 中 
hAβ(1-40) のクリアランスに役割を果たすことが示唆された。 
LDL receptor 遺伝子ファミリーに属する LRP1 および LRP2 は、それぞれ 30 種類以上
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のリガンドの細胞内への取り込みに関与する (Herz and Strickland, 2001; Christensen and 
Birn, 2002)。また、LRP1 および LRP2 は、それぞれのリガンドと結合した hAβ(1-40) の
細胞内への取り込みに関与し、hAβ(1-40) の脳内動態と密接に関連すると考えられている 
(Zlokovic et al., 1996; Hammad et al., 1997; Shibata et al., 2000)。RAP は LDL receptor 遺
伝子ファミリーの小胞体から細胞膜へのトラフィッキングを制御する分子シャペロンであり、
リガンドの結合を阻害する阻害分子としての作用を有す (Bu, 2001)。CSF からの hAβ(1-40) 
消失は、RAP によって阻害された (Table 2-2)。従って、CSF 中 hAβ(1-40) 消失には、LDL 
receptor 遺伝子ファミリーが関与することが示唆された。LRP1 は、4 ヵ所のリガンド結合
ドメイン (cluster I-IV) を有している。LRP1 のcluster I および II に結合する α2M* を共存
させることで、CSF からの hAβ(1-40) 消失は阻害された (Table 2-2)。これまでに、hAβ(1-40) 
は LRP1 の cluster II および IV に直接結合することが報告されており (Deane et al., 
2004)、α2M* と hAβ(1-40) は同じリガンド結合ドメイン (cluster II) に結合すると考えられ
る。さらに、ラット脈絡叢および TR-CSFB3 細胞には LRP1 タンパク質が発現することが
明らかになった (Table 2-3)。従って、CSF 中 hAβ(1-40) の消失には、LRP1 が関与するこ
とが示された。 
RAP は、LRP1 だけではなく、他の LDL receptor 遺伝子ファミリーへのリガンドの結合
も阻害する (Bu, 2001)。従って、CSF 中 hAβ(1-40) 消失に対する RAP の阻害作用 (Table 
2-2) は、他の LDL receptor 遺伝子ファミリーに属する分子への hAβ(1-40) の結合阻害およ
び取り込み阻害作用を反映している可能性は否定できない。そこで、LRP1 に対し特異的な 
siRNA を用いた遺伝子発現抑制を行い、TR-CSFB3 細胞への hAβ(1-40) の取り込みに対す
る LRP1 の寄与を評価した。siRNA を導入し LRP1 タンパク質の発現を抑制することで、
TR-CSFB3 細胞への hAβ(1-40) の取り込みは減少した (Fig. 2-3)。LRP1 タンパク質発現抑
制効果と  hAβ(1-40) の取り込み抑制効果は良好な相関を示した。従って、少なくとも





され、CSF から循環血液への hAβ(1-40) の輸送には LRP2 が関与する可能性が示されてい
る (Carro et al., 2005)。一方、免疫組織学的手法によって LRP2 のラット脈絡叢における発
現は検出感度以下であることも報告されており (Zheng et al., 1994)、LRP2 の hAβ(1-40) 輸
送への関与は明らかにされていない。ラット脈絡叢および TR-CSFB3 細胞において LRP2 
タンパク質は検出されなかった (Table 2-3)。従って、CSF 中 hAβ(1-40) 消失に対する RAP 
の阻害効果は、LRP1 を介した輸送を反映していると考えられる。以上から、CSF 中 
hAβ(1-40) 消失における LRP2 の寄与は低いことが示唆された。 
 本研究では、CSF 中 hAβ(1-40) は、BCSFB に発現する LRP1 を介し脈絡叢上皮細胞内
へ取り込まれることを示した。hAβ(1-40) が CSF から循環血液中へ排出されるためには、
血液側細胞膜を透過する必要がある。LRP1 は、hAβ(1-40) をトランスサイトーシスによっ
て ISF から循環血液へ排出することが報告されており (Shibata et al., 2000)、脈絡叢上皮細
胞に取り込まれた hAβ(1-40) は、未変化体として循環血液中に排出される可能性が考えられ
る。また、脈絡叢上皮細胞には、neprilysin (NEP) (Matsas et al., 1986)、endothelin-converting 




 CSF 中に存在する hAβ(1-40) の一部はリポタンパク質と結合している (Koudinov et al., 
1996)。CSF 中リポタンパク質の構成成分である apoE は、hAβ(1-40) の溶解性に影響し、
apoE3 では不溶化を抑制することが報告されている (Strittmatter et al., 1993)。また、apoE3 
を構成成分とするリポタンパク質と hAβ(1-40) の結合は、cholesterol 含有量が多いと強く
なることが報告されている (LaDu et al., 1995)。循環血液中に存在する HDL は、肝臓にお
47 
 
いて cholesterol の含有量の少ない未成熟な HDL として分泌され、 lecithin: cholesterol 
acyltransferase (LCAT) の作用を受けることで、cholesteryl ester を HDL 内部に保持し、
cholesterol 含有量の多い HDL に成熟する。CSF 中に存在する LCAT の大部分は α2M と
複合体を形成していることから (Krimbou et al., 2001)、LRP1 は CSF 中 LCAT のクリアラ
ンスに役割を果たしている可能性が考えられる。AD のモデルマウスである PDAPP マウス
の老人斑が除去される静脈中への抗アミロイド抗体 (m266) の投与では、CSF 中の可溶性 
hAβ 濃度が増加することから (DeMattos et al., 2001)、CSF は可溶性 hAβ を集積、排出す
る経路として存在する。従って、BCSFB に発現する LRP1 は、CSF 中 hAβ(1-40) の消失
に関与するだけではなく、hAβ(1-40) の可溶性を制御する HDL の成熟過程に影響を与える
ことで、脳内 hAβ のクリアランスに役割を果たす可能性が考えられる。 
 加齢は、脳内への hAβ の蓄積に関与し (Wisniewski et al., 1997)、APP を強制発現した
AD の動物モデルにおいても、時間に依存した hAβ の脳内への沈着が認められる (Hsiao et 
al., 1996; Holcomb et al., 1998)。BBB に発現する LRP1 は、加齢に伴い減少することが報
告され (Kang et al., 2000; Shibata et al., 2000)、ISF からの hAβ(1-40) のクリアランス低下
がhAβの脳内沈着に役割を果たす可能性が示されている。また当研究室では、血液中 
hAβ(1-40) の肝実質細胞への取り込みには LRP1 を介したエンドサイトーシスが主要な機
構として関与し、加齢に伴い肝臓における LRP1 の発現量が低下することを明らかにした 
(Tamaki et al., 2006)。これまでに BCSFB における LRP1 発現量の変動は明らかにされて
いないが、加齢に伴う BCSFB における LRP1 発現量の変化が CSF 中 hAβ(1-40) 濃度に
影響を与える可能性が考えられる。 
 CSF は脳室上衣細胞を介し接していることから、CSF 中の hAβ(1-40) および hAβ(1-42)
濃度は、hAβ の脳内沈着を反映する AD の生物学的診断マーカーとしての利用が期待されて
いる。hAβ(1-40) は、BCSFB に発現する LRP1 を介し CSF 内から消失し、その消失は 
hAβ(1-42) の共存によって阻害された (Table 2-1)。本結果は、CSF 内の hAβ(1-40) 濃度は、
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BCSFB における LRP1 を介した排出輸送に影響を受けることを示している。これまでに、
アストロサイトにおける LRP1 は、脳内炎症時に発現誘導を受けることが報告されている 
(Rebeck et al., 1993; Lopes et al., 1994)。また、LRP1 の hAβ(1-40) 結合ドメインである 
cluster II および IV を再構成した mini-receptor を AD 動物モデルに強制発現させると、
CSF 中の hAβ(1-40) 濃度は低下する (Zerbinatti et al., 2004)。従って、脳内炎症を伴う疾患
時には、脳内への hAβ 沈着が進行していないヒトでも、BCSFB における LRP1 の発現誘
導を介し、CSF 中 hAβ(1-40) 濃度が減少する可能性が考えられる。今後、BCSFB におけ
る LRP1 の輸送活性を反映する内因性 LRP1 リガンドの CSF 中濃度と hAβ(1-40) 濃度
の比 (hAβ(1-40)/LRP1 ligand) を検討することで、hAβ の脳内沈着を反映する生物学的分子
マーカーの開発に繋がる可能性が考えられ、さらなる解析が期待される。 
 本章における研究によって、CSF 中 hAβ(1-40) の排出には、主として BCSFB に発現す
る LRP1 が関与することが示された。従って、CSF 中 hAβ 濃度は、脳内への hAβ の沈着








 中枢神経系には、全身に存在する 25% の cholesterol が分布する。中枢 cholesterol は、
ニューロンおよびグリア細胞の細胞膜構成脂質であるだけではなく、シナプス形成を促し、
適切な神経伝達物質の放出を制御する (Mauch et al., 2001)。中枢 cholesterol 動態の破綻は、
アルツハイマー型認知症 (Alzheimer’s disease; AD) および多発性硬化症のような神経変性
疾患の発症に密接に関連することが報告されており (Bjorkhem and Meaney, 2004)、中枢 
cholesterol の動態は、中枢の形態および機能維持に重要な役割を果たすと考えられる。 
 Liver X receptor (LXR) は、脂質代謝関連分子の発現を制御することで、脂質動態を制御す
る核内受容体である (Repa and Mangelsdorf, 2002)。LXRα および LXRβ の遺伝子欠損マウ
スでは、脈絡叢上皮細胞への過剰な脂質蓄積を伴う形態異常が観察される (Wang et al., 
2002)。また、AD 脳では、加齢に伴う脈絡叢上皮細胞の形態異常が促進され、形態異常は AD 
病態の進行と良好な相関を示すことが報告されている (Serot et al., 2000)。以上の報告は、
脈絡叢上皮細胞は LXR によって制御を受ける cholesterol 代謝システムを構築し、このシ
ステムの破綻が神経変性疾患の発症に関与する可能性を示している。 
 脈絡叢は、脳脊髄液 (Cerebrospinal fluid; CSF) を産生・分泌することで、脳の細胞外液環
境を維持する。また、脈絡叢上皮細胞は、血液脳脊髄液関門 (Blood-CSF barrier; BCSFB) を
形成し、細胞間隙を介した物質交換を制限するだけではなく、CSF 側細胞膜 (刷子縁膜) お
よび血液側細胞膜 (基底膜) に輸送系が存在することで、方向性を持った物質輸送機構を形成
している (Spector and Johanson, 1989)。Tachikawa らは、in situ hybridization 解析によっ
て、ABCA および ABCG トランスポーターのマウス脳内発現パターンを網羅的に解析した。
その結果、ABCA1、ABCG1 および ABCG4 mRNA はマウス脳内に発現し、特に ABCA1 
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mRNA はマウス脈絡叢に多く発現していることが明らかになった (Tachikawa et al., 2005)。
ABCA1 は、高密度リポタンパク質 (High density lipoprotein; HDL) の新生に必須であり、
lipid-free および lipid-poor なアポリポタンパク質 (apo) への cholesterol 転送に関与する 
(Wang et al., 2000; Remaley et al., 2001)。ABCG1 および ABCG4 は、ヘテロ二量体を形成
し、HDL への cholesterol 転送を促進する (Wang et al., 2004)。また、ABCA1 の遺伝子欠
損マウスでは、アポリポタンパク質 E (apoE) への細胞内 cholesterol 転送の減少に伴う 
apoE 分解の促進によって CSF 中 apoE 濃度が減少することが報告された (Wahrle et al., 
2004)。従って、脈絡叢上皮細胞には、cholesterol 転送を行う ABCA および ABCG トラン
スポーターが発現し、CSF 中リポタンパク質の成熟に役割を果たす可能性がある。 
 ヒト apoE の表現系の 1 つである apoE4 は AD の危険因子である (Corder et al., 
1993; Strittmatter et al., 1993)。中枢 cholesterol を主として産生するアストロサイトの HDL 
新生作用は、apoE4 に比べ apoE3 が高いことが示唆されている (Michikawa et al., 2000)。
また、AD 脳では、LXR リガンドである 24S-hydroxycholesterol の CSF 中濃度が、健常
に比べて増加することが報告されている (Papassotiropoulos et al., 2002)。LXR は、ABCA1 
および ABCG1 の発現を制御する核内受容体であることから (Repa and Mangelsdorf, 
2002)、脈絡叢上皮細胞における cholesterol 輸送は、apoE の isoform および LXR リガン
ド濃度によって機能制御を受けることが示唆される。以上の知見は、脈絡叢上皮細胞におけ
る cholesterol 輸送活性は、AD 病態の形成および進行に影響を与える可能性を示している。 
 本章では、脈絡叢上皮細胞における cholesterol 輸送の分子機構および LXR を介した機
能制御機構を明らかにすることを目的とした。脈絡叢上皮細胞に発現する ABC 脂質輸送担
体を、単離ラット脈絡叢および条件的不死化ラット脈絡叢上皮細胞株 (TR-CSFB3) (Kitazawa 
et al., 2001) を用いて同定した。さらに、24S-hydroxycholesterol による脂質輸送担体の発
現変動およびラット脈絡叢上皮細胞からの cholesterol転送に与える影響を明らかにすると共





3-2-1 ラット脈絡叢における ABCA1 および ABCG transporter mRNA の発現 
 
 RT-PCR 法を用いて、単離ラット脈絡叢および TR-CSFB3 細胞における ABCA1 および
ABCG transporter の mRNA 発現を解析した。単離ラット脈絡叢において、ポジティブコン
トロールとして用いたラット組織 (ABCA1, ABCG1, ABCG4, 脳; ABCG5, 小腸) でバンドが
検出されたサイズ (ABCA1, 424 bp; ABCG1, 544 bp; ABCG4, 541 bp; ABCG5, 408 bp) に単
一のバンドが検出された (Fig. 3-1A-D)。ABCA1 および ABCG1 においては、単離ラット脈
絡叢でバンドが検出されたサイズに TR-CSFB3 細胞において単一のバンドが検出された 
(Fig. 3-1A, B)。一方、TR-CSFB3 細胞において ABCG4 および ABCG5 のバンドは検出さ
れなかった (Fig. 3-1C, D)。ABCG8 では、ポジティブコントロールとして用いたラット小腸
では 535 bp に単一のバンドが検出されたが、単離ラット脈絡叢および TR-CSFB3 細胞では
バンドは検出されなかった (Fig. 3-1E)。単離ラット脈絡叢および TR-CSFB3 細胞において
検出されたバンドの塩基配列は、ラット ABCA1、ラット ABCG1、ラット ABCG4 および
































Fig. 3-1   RT-PCR analysis of ABCA1 (A), ABCG1 (B), ABCG4 (C), ABCG5 (D) and ABCG8 (E) 
in isolated choroid plexus and TR-CSFB3 cells. Rat brain and small intestine were used as 
positive controls, while rat kidney was used as a negative control. Reactions were performed against 
total RNA with (+) or without (-) RT. 
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3-2-2 抗 ABCG1 抗体および抗 ABCG4 抗体の作成 
  
 ABCG1 および ABCG4 のタンパク質発現および局在を解析するために、ABCG1 および
ABCG4 タンパク質に対するポリクローナル抗体を作製した。作製した抗体の特異性をラッ
ト組織から調製した membrane fraction を用いた Western blot 法によって評価した。抗 
ABCG1 抗体を用いた結果、ポジティブコントロールとして用いたラット脳、脾臓および肺
では 63 kDa に単一のバンドが検出された。一方、ネガティブコントロールであるラット肝
臓および腎臓ではバンドは検出されなかった (Fig. 3-2A)。抗 ABCG4 抗体を用いた結果、ポ
ジティブコントロールとして用いたラット脳では 60 kDa に単一のバンドが検出された。一
方、ネガティブコントロールであるラット脾臓、肺、肝臓および腎臓では、ラット脳で検出
された 60 kDa にはバンドは検出されなかった (Fig. 3-2B)。ラット脾臓、肺および肝臓では 
75 kDa に単一のバンドが検出されたが (Fig. 3-2B)、ラット ABCG4 のアミノ酸配列から推
定されるサイズは 60 kDa である。以上から、作製した抗 ABCG1 抗体および抗 ABCG4 抗









 Fig. 3-2   Western blot analysis of ABCG1 (A) and ABCG4 (B) in rat tissues. 
Membrane fractions were used as protein samples. Each open arrowhead indicates the 
expected size of ABCG1 and ABCG4, respectively. 
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3-2-3 ラット脈絡叢における ABCA1、ABCG1 および ABCG4 タンパク質の発現 
  
 Western blot 法を用いて、単離ラット脈絡叢 whole cell lysate および TR-CSFB3 細胞
whole cell lysate における ABCA1、ABCG1 および ABCG4 タンパク質発現を解析した。
ポジティブコントロールとしては、ラット脳から調製した membrane 画分を用いた。抗 
ABCA1 抗体を用いた結果、ラット脳で >250 kDa にバンドが検出され、同じサイズに単離
ラット脈絡叢および TR-CSFB3 細胞においてバンドが検出された (Fig. 3-3A)。TR-CSFB3 
細胞における ABCA1 タンパク質の相対発現量 (ABCA1/β-actin) は、単離ラット脈絡叢にお
ける相対発現量と同程度であった (Fig. 3-3A , D)。抗 ABCG1 抗体を用いた結果、ラット脳
で 63 kDa にバンドが検出され、同じサイズに単離ラット脈絡叢および TR-CSFB3 細胞に
おいてバンドが検出された (Fig. 3-3B)。TR-CSFB3 細胞における ABCG1 タンパク質の相
対発現量 (ABCG1/β-actin) は、単離ラット脈絡叢における相対発現量の 34% であった (Fig. 
3-3B, D)。また、単離ラット脈絡叢および TR-CSFB3 細胞では、46 kDa にバンドが検出さ
れた (Fig. 3-3A)。抗 ABCG4 抗体を用いた結果、ラット脳で 60 kDa にバンドが検出され、
同じサイズに単離ラット脈絡叢でバンドが検出されたが、TR-CSFB3 細胞では 60 kDa にバ
ンドは検出されなかった (Fig. 3-3C)。また、単離ラット脈絡叢および TR-CSFB3 細胞では 






























Fig. 3-3   Western blot analysis of ABCA1 (A), ABCG1 (B), ABCG4 (C) and β-actin (D) in 
isolated rat choroid plexus and TR-CSFB3 cells. Whole cell lysates were used as protein 
samples. The membrane fraction of rat brain was used as a positive control. Each open arrowhead 
indicates the expected size of ABCA1, ABCG1, ABCG4 and β-actin respectively. The relative band 
intensities (either ABCA1/β-actin or ABCG1/β-actin) were determined by densitometry. 
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3-2-4 ラット脈絡叢上皮細胞における ABCA1 および ABCG1 タンパク質の細胞内局在 
  
 細胞内小器官および細胞膜を分離精製し、TR-CSFB3 細胞における  ABCA1 および
ABCG1 タンパク質の細胞内局在を Western blot 法を用いて解析した。細胞膜の純度マーカ
ーである Na+, K+ ATPase α1 タンパク質を認識する抗体では、microsomal membrane 画分
および plasma membrane 画分で 100 kDa に単一のバンドが検出され、バンド強度は 
microsomal membrane 画分に比べ plasma membrane 画分において強かった (Fig. 3-4C)。
従って、plasma membrane 画分では microsomal membrane 画分に比べ細胞膜タンパク質
が濃縮されていると考えられる。抗 ABCA1 抗体を用いた結果、whole cell lysate、microsomal 
membrane 画分および plasma membrane 画分において >250 kDa に 2 本のバンドが検
出された。Plasma membrane 画分で検出されたバンドの強度は、microsomal membrane 画
分で検出されたバンドの強度と同程度であった (Fig. 3-4A)。抗 ABCG1 抗体を用いた結果、
whole cell lysate、microsomal membrane 画分 および plasma membrane 画分において 63 
kDa にバンドが検出された。Plasma membrane 画分で検出されたバンドの強度は、










Fig. 3-4   Western blot analysis of ABCA1 and ABCG1 in subcellular fractions of TR-CSFB3 
cells. Western blot analysis of ABCA1 (A), ABCG1 (B) and Na+, K+ ATPase α1 was performed using the 
whole cell lysate, the microsomal membrane fraction and the plasma membrane fraction of TR-CSFB3 
cells. Na+, K+ ATPase α1 was used as a technical control for the membrane preparation. Each open 
arrowhead indicates the expected size of ABCA1, ABCG1 and Na+, K+ ATPase α1, respectively. 
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3-2-5 ラット脈絡叢における LXR mRNA の発現 
  
 RT-PCR 法を用いて、単離ラット脈絡叢および TR-CSFB3 細胞における LXR isoform で
ある LXRα および LXRβ の mRNA 発現を解析した。LXRα では、単離ラット脈絡叢およ
び TR-CSFB3 細胞において、ポジティブコントロールとして用いたラット肝臓でバンドが
検出された 965 bp に単一のバンドが検出された (Fig. 3-5A)。LXRβ では、単離ラット脈絡
叢および TR-CSFB3 細胞において、ポジティブコントロールとして用いたラット脳でバン
ドが検出された 557 bp に単一のバンドが検出された (Fig. 3-5B)。単離ラット脈絡叢および 
















Fig. 3-5   RT-PCR analysis of LXRα (A) and LXRβ (B) in isolated choroid 
plexus and TR-CSFB3 cells. Rat brain and liver were used as positive controls. 
Reactions were performed against total RNA with (+) or without (-) RT. 
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3-2-6 ラット脈絡叢上皮細胞における ABCA1 および ABCG1 発現に LXR リガンドの
与える影響 
 
 脈絡叢上皮細胞における ABCA1 および ABCG1 mRNA 発現に、LXR リガンドの与える
影 響 を 解 析 す る た め 、 TR-CSFB3 細 胞 に 内 因 性  LXR リ ガ ン ド で あ る 
24S-hydroxycholesterol および LXR リガンドのモデル化合物である T0901317 を 18 時
間処理し、定量 PCR 法を行った。TR-CSFB3 細胞における ABCA1 mRNA の相対発現量 
(ABCA1/β-actin) は、1 µM  および 10 µM 24S-hydroxycholesterol 処理でコントロールに比
べて 4.65 倍および 16.7 倍に増加した。また、10 µM T0901317 処理ではコントロールに
比べて 12.7 倍に増加した (Fig. 3-6A)。TR-CSFB3 細胞における ABCG1 mRNA の相対発
現量 (ABCG1/ β-actin) は、1 µM および 10 µM 24S-hydroxycholesterol 処理でコントロー
ルに比べ 12.0 倍および 30.2 倍に増加した。また、10 µM T0901317 処理ではコントロー
ルに比べ 21.6 倍に増加した (Fig. 3-6B)。一方、Na+, K+ ATPase α1 mRNA の相対発現量 
(Na+, K+ ATPase α1/ β-actin) には、LXR リガンド処理による有意な変動は認められなかった 
(Fig. 3-6C)。 
 脈絡叢上皮細胞における ABCA1 および ABCG1 タンパク質発現量に LXR リガンドの
与える影響を解析するため、TR-CSFB3 細胞に 24S-hydroxycholesterol を 24 時間処理し、 
Western blot 法を行った。TR-CSFB3 細胞における ABCA1 タンパク質発現量は、1 µM お
よび 10 µM 24S-hydroxycholesterol 処理でコントロールに比べ増加した (Fig. 3-7A)。
TR-CSFB3 細胞における ABCG1 タンパク質発現量は、100 nM、1 µM および 10 µM 
24S-hydoxycholesterol 処理でコントロールに比べ増加した (Fig. 3-7B)。一方、β-actin タン





























Fig. 3-6   Effects of LXR ligands on the ABCA1 
and ABCG1 mRNA level in TR-CSFB3 cells.
TR-CSFB3 cells were treated with 0.2% ethanol 
alone (control), the indicated concentration of 
24S-hydroxycholesterol or 10 µM T0901317 for 18 
hr. Relative ABCA1 (A), ABCG1 (B) and Na+, K+ 
ATPase α1 (C) mRNA level were determined by 
quantitative real-time PCR analysis. Each mRNA 
level was normalized with respect to the β-actin 
mRNA. Each bar represents the mean ± SEM 
(n=3). *p<0.01, significantly different from the 
control. 
Fig. 3-7   Effects of 24S-hydroxycholesterol on 
the ABCA1 (A), ABCG1 (B) and β-actin (C) 
protein level in TR-CSFB3 cells. Western blot 
analysis was performed using the whole cell lysate 
of TR-CSFB3 cells treated with the indicated 
concentration of 24S-hydroxycholesterol for 24 hr.
Each open arrowhead indicates the expected size 
of ABCA1, ABCG1 and β-actin, respectively. 
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3-2-7 ラット脈絡叢上皮細胞からの cholesterol 転送活性に 24S-hydroxycholesterol  
の与える影響 
 
 脈絡叢上皮細胞からの  cholesterol 放出特性を検討するため、Transwell に培養した
TR-CSFB3 細 胞 か ら の  apical お よ び  basal 方 向 へ の  cholesterol 転 送 に 
24S-hydroxycholesterol の与える影響を解析した。TR-CSFB3 細胞から apical 方向の HDL 
および apoAI への [3H]cholesterol 転送は、10 µM 24S-hydroxycholesterol の 24 時間処理
によってコントロールに比べ 1.38 倍 および 2.55 倍 に増加した。一方、basal 方向の 
HDL および apoAI への [3H]cholesterol 転送には、24S-hydroxycholesterol による有意な変
動は認められなかった (Fig. 3-8)。 
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Fig. 3-8   Effects of 24S-hysroxycholesterol on HDL and apoAI mediated 
cholesterol release from TR-CSFB3 cells. TR-CSFB3 cells were cultured on porous 
membrane supports (Transwells) and labeled with [3H]cholesterol (0.5 µCi/mL, 24 hr). 
Labeled cells were then equilibrated for 24 hr at 37ºC in serum-free DMEM containing 
0.2% ethanol alone (control) or 10 µM 24S-hydroxycholesterol (24-OH-chol). Cellular 
[3H]cholesterol release to the apical and basal medium was determined after incubation 
with 50 µg/mL HDL (A) or 20 µg/mL apoAI (B) for 4 hr at 37ºC. Each bar represents the 
mean ± SEM (n=6). *p<0.01, significantly different from the control. 
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3-2-8 ラット脈絡叢上皮細胞からの cholesterol 転送活性に apoE isoform の与える 
影響 
 
 脈絡叢上皮細胞における cholesterol 転送に対する apoE の isoform による影響を検討
するため、ディッシュに培養した  TR-CSFB3 細胞から  apoE3 および  apoE4 への 
cholesterol転送を比較した。通常培養条件で培養した TR-CSFB3 細胞から apoE3 および 
apoE4 への  [3H]cholesterol 転送には有意な違いは認められなかった。一方、10 µM 
24S-hydroxycholesterol を  24 時 間 処 理 し た  TR-CSFB3 細 胞 か ら  apoE3 へ の 
[3H]cholesterol 転送は、apoE4 への [3H]cholesterol 転送に比べ 1.30倍 大きかった (Fig. 
3-9)。 
 
Fig. 3-9   Effects of 24S-hysroxycholesterol on apoE3 and apoE4 mediated 
cholesterol release from TR-CSFB3 cells. TR-CSFB3 cells were cultured on 24-well 
culture plates and labeled with [3H]cholesterol (0.5 µCi/mL, 24 hr). Labeled cells were then 
equilibrated for 24 hr at 37ºC in serum-free DMEM containing 0.2% ethanol alone (control) 
or 10 µM 24S-hydroxycholesterol (24-OH-chol). Cellular [3H]cholesterol release to the 
medium was determined after incubation with 20 µg/mL apoE3 or 20 µg/mL apoE4 for 4 hr
at 37ºC. Each bar represents the mean ± SEM (n=4). *p<0.01, significant difference. 
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3-2-9 ラット脈絡叢における apoER2 のタンパク質発現量 
 
 ApoE receptor 2 (apoER2) は、β-migrating very low-density lipoprotein (β-VLDL) の細胞内
への取り込みに関与する。本研究室の上家らによって確立された膜タンパク質の絶対発現定
量法を用いた結果、ラット脈絡叢 whole cell lysate における apoER2 タンパク質発現量は、
0.98 ± 0.26 fmol/µg protein (mean ± SEM) であった。一方、TR-CSFB3 細胞では、本定量系
の定量限界である 0.2 fmol/µg protein 以下であった (Table 3-1)。 
 
 
Target Expression level in rat choroid plexus 
(fmol/µg protein) 
Expression level in TR-CSFB3 cells 
(fmol/µg protein) 





Table 3-1   Expression level of apoER2 protein in the rat choroid plexus and TR-CSFB3 cells.
Whole cell lysate of rat choroid plexus and TR-CSFB3 cells (50 µg) were digested with trypsin. 
Trypsin-digested peptides supplemented with 500 fmol of stable isotope-labeled peptide mixture were 
injected into the LC-MS/MS. Multi-channel MRM analysis was performed under optimized conditions. 
The quantitative value was calculated from the peak area ratio of analyte and stable isotope-labeled 
peptide in each MRM channel. The amount of apoER2 protein was determined as average of 12 
quantitative values, from 4 different MRM channels of 3 samples with signal peaks over 5000 counts. 





 本章では、脈絡叢上皮細胞には ABCA1 および ABCG1 が発現し、CSF 中のアポリポタ
ンパク質およびリポタンパク質への cholesterol 転送に関与することを示した。また、脈絡
叢上皮細胞における cholesterol 転送活性は、LXR 活性化および apoE isoform によって制
御を受けることが明らかになった。 
 単離ラット脈絡叢および TR-CSFB3 細胞において、ABCA1 および ABCG1 の mRNA 
およびタンパク質が検出され (Fig. 3-1, 3-3)、脈絡叢上皮細胞に ABCA1 および ABCG1 が
発現していることが示唆された。単離ラット脈絡叢では、ABCG4 および ABCG5 mRNA が
検出された。一方、TR-CSFB3 細胞における ABCG4 および ABCG5 mRNA は検出感度以
下だった (Fig. 3-1C, D)。ABCG4 および ABCG5 の発現は、LXR リガンドによって誘導す
ることが報告されていることから (Engel et al., 2001; Repa et al., 2002)、TR-CSFB3 細胞の
培地中に LXR リガンドのモデル化合物である T0901317 を加え、RT-PCR 法によって 
mRNA 発現を解析したが、ABCG4 および ABCG5 mRNA 発現は検出感度以下だった (data 
not shown)。TR-CSFB3 細胞は、Na+, K+ ATPase α1 を apical 側膜に発現し、system A 活
性が  apical 側に認められること、ABCA4、ABCC1 およびorganic anion transporting 
polypeptide (oatp) 3 mRNA を発現することから (Kitazawa et al., 2001; Ohtsuki et al., 2003; 
Hosoya et al., 2004; Bhongsatiern et al., 2005)、生体内の脈絡叢上皮細胞の細胞膜極性および
生理学的特徴を保持した細胞である。脈絡叢は、脈絡叢上皮細胞および毛細血管叢から形成
される組織複合体であることから、ABCG4 および ABCG5 は、毛細血管に発現している可
能性が考えられる。ただし、TR-CSFB3 細胞における ABCG4 および ABCG5 発現は、発
現抑制を受けている可能性は否定できない。 
 ABCA1 は、細胞内 cholesterol を lipid-free および lipid-poor なアポリポタンパク質に転
送するために必須であり (Wang et al., 2000; Remaley et al., 2001)、産生されたリポタンパク
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質への cholesterol 転送を ABCG1 が担っている (Wang et al., 2004)。TR-CSFB3 細胞にお
ける ABCA1 および ABCG1 タンパク質発現量は、単離ラット脈絡叢における ABCA1 お
よび ABCG1 タンパク質発現量と良好な相関を示した (Fig. 3-3)。従って、in vitro 実験系で
ある TR-CSFB3 細胞は、生体内における cholesterol 転送機構を再現すると考えられる。
ABCA1 および ABCG1 は、TR-CSFB3 細胞の細胞膜に発現することが明らかになった 
(Fig. 3-4)。また、TR-CSFB3 細胞における ABCA1 および ABCG1 は、LXR リガンド処理
によって発現誘導を受け (Fig. 3-6, 3-7)、apoA-I および HDL を介した cholesterol 放出は
促進された (Fig 3-8)。従って、脈絡叢上皮細胞の細胞膜には ABCA1 および ABCG1 が発
現し、細胞内 cholesterol を CSF もしくは循環血液中に放出することで、リポタンパク質
の形成に役割を果たすことが示唆された。 
 脈絡叢上皮細胞の刷子縁膜は CSF、基底膜は循環血液と接している。Transwell に培養し
た TR-CSFB3 細胞から apoAI および HDL への cholesterol 転送活性は、apical 方向およ
び basal 方向いずれにおいても検出された (Fig. 3-8)。従って、脈絡叢上皮細胞は細胞内 
cholesterol を CSF および循環血液中へ放出する機構を構築していると考えられる。本研究
では、apical 側および basal 側に単一のアクセプター (HDL もしくは apoAI) を同じ濃度
で加えており、主要な cholesterol 放出の方向性には疑問な点が残された。CSF 中には、apoE、
apoAI およびそれらを主要構成成分とする cholesterol-rich なリポタンパク質が存在する 
(Pitas et al., 1987)。一方、脳内の主要なアポリポタンパク質である apoE は、アストロサイ
トによって合成され、cholesterol-poor なリポタンパク質として分泌されることが報告されて
いる (LaDu et al., 1998)。また、ABCA1 の遺伝子欠損マウスでは、CSF 中 cholesterol 濃
度が減少することが示された (Wahrle et al., 2004)。従って、脈絡叢上皮細胞に発現する 
ABCA1 および ABCG1 によって構築される cholesterol 放出機構は、CSF 中リポタンパク
質の成熟に重要な役割を果たしている可能性が示された。 
 24S-hydroxycholesterol は中枢 cholesterol の主要代謝物である (Lutjohann et al., 1996)。
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また、24S-hydroxycholesterol は LXR リガンドとして、cholesterol 代謝に関与する標的遺
伝子の転写を制御する (Janowski et al., 1996; Lehmann et al., 1997)。単離ラット脈絡叢およ
び TR-CSFB3 細胞には LXRα および LXRβ mRNA が発現することが示された (Fig. 3-5)。
TR-CSFB3 細胞における ABCA1 および ABCG1 発現量は、24S-hydroxycholesterol 0.1-10 
µM 処理によって増加した  (Fig. 3-6, 3-7)。LXRα および  LXRβ の活性化に対する 
24S-hydroxycholesterol 濃度の EC50 (50% effective concentration) は、4 µM および 3 µM 
であることが報告されており (Janowski et al., 1996)、TR-CSFB3 細胞における ABCA1 お
よび ABCG1 の発現誘導を惹起する濃度と近似する。さらに、TR-CSFB3 細胞から apoAI 
および HDL への cholesterol 転送活性は、24S-hydroxycholesterol 処理によって増加した 
(Fig. 3-8)。以上の結果から、脈絡叢上皮細胞における LXR は、ABCA1 および ABCG1 発
現を制御することで cholesterol 放出を調節することが示唆された。さらに、TR-CSFB3 細
胞から apoAI および HDL への cholesterol 転送活性は、apical 方向選択的に増加したこと
から (Fig. 3-8)、LXR は脈絡叢上皮細胞からの cholesterol 放出を CSF 方向選択的に促進
することが示唆された。LXR リガンドは ABCA1 および ABCG1 タンパク質の発現を増加
させる (Fig. 3-7)。従って、apical 方向選択的な cholesterol 放出促進には、発現誘導を受け
た ABCA1 および ABCG1 タンパク質の apical 側膜選択的な局在性が関与している可能
性が考えられる。 
 Cholesterol 代謝物である oxysterols は内因性 LXR リガンドである。循環血液中の
24S-hydroxycholesterol 濃度は約  0.15 µM であり、CSF 中では約  0.003 µM である 
(Papassotiropoulos et al., 2002)。また、これまでに検出された oxysterols の循環血液中およ
び CSF 中濃度は、それぞれ 0.5 µM および 0.01 µM になると見積もられている (Leoni et 
al., 2003)。TR-CSFB3 細胞における ABCA1 および ABCG1 タンパク質発現量は、1 µM お
よび 0.1 µM 以上の 24S-hydroxycholesterol 処理によって増加した (Fig. 3-7)。従って、脈




における 24S-hydroxycholesterol 輸送には oatp2 が関与することを明らかにした (Ohtsuki 
et al., 2007)。脈絡叢上皮細胞の血液側細胞膜には oatp2 が局在することから (Gao et al., 
1999)、細胞内への 24S-hydroxycholesterol の取り込みには oatp2 が関与していると考えら
れる。また、脈絡叢上皮細胞の CSF 側細胞膜には、oatp2 と同様に胆汁酸を基質とする 
oatp3 が局在することから (Ohtsuki et al., 2003)、細胞内への取り込みに oatp3 が関与して
いる可能性も考えられる。さらに、生体内では 24S-hydroxycholesterol はリポタンパク質と
相互作用をしていることから (Babiker and Diczfalusy, 1998)、CSF および循環血液中のリポ
タンパク質との相互作用の相違が oxysterols の LXR への結合に影響を与えている可能性
も否定できない。従って、生体内において脈絡叢上皮細胞からの cholesterol 放出に LXR リ
ガンドの与える影響を明らかにすることは、今後の重要な課題である。LXRα および LXRβ 
の遺伝子欠損マウスでは、脈絡叢上皮細胞への過剰な脂質蓄積を伴う形態異常が観察される
ことが報告されており (Wang et al., 2002)、内在性 LXR を介した cholesterol 放出促進機
構は、脈絡叢上皮細胞の cholesterol 恒常性の維持に重要な役割を果たすと考えられる。本
研究から、脈絡叢上皮細胞刷子縁膜への cholesterol 過剰蓄積は、ABCA1 および ABCG1 の
発現誘導を介した cholesterol 放出促進機構が LXR 欠損によって破綻することで引き起こ
される可能性が示された。 
 本研究では、脈絡叢上皮細胞には ABCA1 および ABCG1 が発現し、CSF 中のアポリポ
タンパク質およびリポタンパク質への cholesterol 転送を担っていることが示唆された。第
二章では、脈絡叢上皮細胞には low-density lipoprotein receptor-related protein (LRP)1 およ
び apoE receptor 2 (apoER2) が発現することを明らかにした (Table 3-1)。LRP1 および 
apoER2 は β-migrating very low-density lipoprotein (β-VLDL) の細胞内取り込みに関与する





が、BCSFB は循環血液から CSF 中へ cholesterol を輸送することで、CSF 中リポタンパ
ク質の成熟に重要な役割を果たすことが示唆された (Fig. 3-10)。 
 本研究によって、脈絡叢上皮細胞における LXR の活性化によって、ABCA1 および 
ABCG1 の発現誘導に伴い CSF 中への cholesterol 放出が増加することが示唆された。LXR 
活性化を介した cholesterol 放出の増加は、CSF 方向選択的なものであることから、脈絡叢
上皮細胞の刷子縁膜における cholesterol 分布に影響を与えていると考えられる。脈絡叢上
皮細胞の刷子縁膜に局在する Na+, K+ ATPase によって形成されるイオン勾配は、CSF 産生
および分泌に重要な役割を果たす (Segal, 2000)。これまでに、赤血球、腎髄質外層および肝
細胞における Na+, K+ ATPase 活性は、細胞膜への cholesterol の過剰蓄積によって抑制さ
れることが報告されている (Bastiaanse et al., 1997)。従って、脈絡叢上皮細胞において構築
されている LXR を介した cholesterol 放出促進機構は、CSF の分泌を維持する上で重要な
役割を果たしていると考えられる。 
 CSF および循環血液中の 24S-hydroxycholesterol 濃度は、AD および多発性硬化症患者 
(Multiple sclerosis; MS) において増加する (Papassotiropoulos et al., 2002; Leoni et al., 
2003)。細胞内への過剰な cholesterol の蓄積は細胞障害性を有することから (Warner et al., 
1995)、LXR リガンドである 24S-hydroxycholesterol の濃度増加が認められる病態時には、
LXR を介した cholesterol 放出促進機構は、脈絡叢上皮細胞への細胞障害性に対する防御機
構として働くと考えられる。24S-hydroxycholesterol 処理による  TR-CSFB3 細胞から 
apoE3 への cholesterol 転送促進作用は、apoE4 への促進作用に比べて大きかったことから 
(Fig. 3-9)、apoE4 allele を有しているヒトでは脈絡叢上皮細胞に cholesterol が蓄積しやす
いことが示唆された。AD 脳において観察される CSF 分泌の抑制には (Silverberg et al., 




介した cholesterol 放出促進機構が脆弱である apoE4 allele を有しているヒトでは、細胞膜
への cholesterol の過剰蓄積が引き起こされ、AD の発症および病態形成を促進している可能
性が示された。 
 本章における研究の結論として、脈絡叢上皮細胞には ABCA1 および ABCG1 が発現し、
細胞内 cholesterol をアポリポタンパク質およびリポタンパク質に転送することが示された。
さらに、LXR リガンドは脈絡叢上皮細胞から CSF への cholesterol 放出を促進し、その促
進作用には apoE isoform 依存性が認められた。本機構は、脈絡叢上皮細胞の機能維持およ
び CSF中cholesterol の恒常性維持に重要な役割を果たしていると考えられる。 
 
Fig. 3-10   Proposed mechanism for transporting cholesterol to the CSF from circulating
blood across the blood-CSF barrier. CPE, choroid plexus epithelial cell; Cho, cholesterol; 
Apo, apolipoprotein; β-VLDL, β-migrating very low-density lipoprotein; LRP1, low-density 





 hAβ の脳内蓄積は、AD 病態カスケードの最上流にある反応である。また、脳内 cholesterol
は、脳の高次機能維持に重要な役割を果たすだけではなく、hAβ の産生を制御する。従って、
hAβ および cholesterol の脳内動態を明らかにし、AD 発症メカニズムを解明することは、
AD の根本的な治療薬を開発するために益々重要になってきている。本研究で得られた知見
を以下に概説する (Fig. 4-1)。 
第二章では、脳内 hAβ の排泄経路である CSF からの hAβ(1-40) 排出の分子機構を解析
した。脳室内投与を用いた解析から、CSF 内に投与した hAβ(1-40) は bulk flow による静
脈血への吸収とは異なる経路で積極的に消失することが示された。また、CSF 中 hAβ(1-40) 
の消失は、LDL-receptor 遺伝子ファミリーの阻害分子である RAP によって阻害された。
BCSFB の実体である脈絡叢上皮細胞には LDL-receptor 遺伝子ファミリーのうち LRP1 タ
ンパク質が発現していることが示された。さらに、in vitro BCSFB モデルである TR-CSFB3 
細胞への hAβ(1-40) の取り込みは、LRP1 に対し特異的な siRNA によって抑制された。以
上から、BCSFB には LRP1 が発現し、CSF 中 hAβ(1-40) の消失に関与することが明らか
になった。本研究で得られた知見から、CSF 中 hAβ(1-40) 濃度は、脳内 hAβ の沈着だけで
はなく、BCSFB における LRP1 を介した排出輸送活性にも影響を受ける可能性が示された。
CSF は、脳内 hAβ の沈着を反映する AD の生物学的診断マーカーとしての利用が期待され
ている。今後、BCSFB における LRP1 の輸送活性を反映する内因性リガンドの CSF 中濃
度を考慮に加えることで、AD の診断マーカーの進歩に繋がる可能性が考えられる。また、
BCSFB を介した hAβ(1-40) 輸送に対する LRP1 の寄与は、LRP1 の発現が抑制される 
RAP の遺伝子欠損マウス (Willnow et al., 1995; Willnow et al., 1996) を用いることで、さら
に立証されていくものと考えられる。CSF 中の hAβ(1-40) の多くはリポタンパク質と結合
して存在する (Koudinov et al., 1996)。従って、今後は、リポタンパク質と複合体を形成した 
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hAβ(1-40) の CSF からの排出の分子機構を明らかにすることが重要である。 
 第三章では、hAβ の産生に関わる cholesterol の BCSFB における輸送特性を解析した。
脈絡叢上皮細胞には、ABCA1 および ABCG1 が発現することが明らかになった。また、
TR-CSFB3 細胞における ABCA1 および ABCG1 の発現は、内因性 LXR リガンドである 
24S-hydroxycholesterol によって誘導され、apical 方向選択的に cholesterol 排出が促進さ
れることを示した。従って、BCSFB は、LXR の活性化を介し cholesterol を CSF 中に輸
送することで、脳内 cholesterol の保持に役割を果たすことが示唆された。今後、β-VLDL の
循環血液から CSF への移行を解析することは、脳内 cholesterol 動態における BCSFB の
寄与を明らかにするために重要な課題である。また、24S-hydroxycholesterol 処理を行った 
TR-CSFB3 細胞からの cholesterol 排出活性は、apoE3 に比べ apoE4 において低かったこ
とから、apoE4 allele を有しているヒトでは脈絡叢上皮細胞に cholesterol が蓄積しやすい
ことが示唆された。ApoE4 は AD 発症の危険因子であるが、AD 発症に本質的に関与する
機構は明らかにされていない。脈絡叢上皮細胞による CSF 産生は、細胞膜への cholesterol 
蓄積によって抑制されることが示唆されており、apoE4 allele を有しているヒトでは、 
hAβ(1-40) の重要な脳外排出経路である CSF の産生低下が AD 病態の進行を加速してい
る可能性を示した。 
 AD 脳では、CSF および  循環血液中の  24S-hydroxycholesterol 濃度は増加する
(Papassotiropoulos et al., 2002)。従って、AD 脳では ABCA1 および ABCG1 の発現誘導を
介し CSF 中への cholesterol 放出は促進されることが示唆された。Cholesterol は損傷ニュ
ーロンの修復および再生を促進することから (Handelmann et al., 1992)、本機構は ニューロ
ンの脱落に対して防御的に機能すると考えられる。従って、CSF への cholesterol 放出促進
作用が低いことが示唆された apoE4 allele を有しているヒトでは、ニューロンの脱落に対す
る防御機構が脆弱であり神経変性が加速している可能性が考えられる。 
本研究では、CSF 中に存在する HDL は、BCSFB からの cholesterol 放出によって 
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cholesterol 含有量の多い HDL に成熟する可能性を初めて示した。AD 脳では CSF 中 HDL 
濃度が減少することが報告されている (Mulder et al., 1998)。また、cholesterol 含有量の多
い HDL は、hAβ(1-40) に結合することで hAβ の線維化を抑制すること (LaDu et al., 1995)、
および LRP1 に結合することで、glycogen synthase kinase-3β (GSK-3β) のリン酸化を促し、
hAβ により惹起される神経細胞死を抑制すること (Hayashi et al., 2007) が報告されている。
従って、LXR を活性化する薬剤は、BCSFB を介した HDL の新生を促進し、CSF 中の 
hAβ(1-40) の排出を促進し、hAβ による毒性を軽減する可能性が考えられる。 
 
AD の最大の危険因子は加齢であり、老化が多様な遺伝子因子や脳血管循環障害をはじめ
とする機能障害と関連し合って、脳の高次機能を障害する。本研究では、BCSFB には LRP1 
が発現し、CSF 中 hAβ(1-40) の排出に関与する主要な分子であることを示した。また、
BCSFB には ABCA1 および ABCG1 が発現し、LXR 活性化によって CSF 中リポタンパ
ク質の HDL への成熟に役割を果たす可能性を示した。今後、加齢に伴う BCSFB を介した 
hAβ(1-40) および  cholesterol 輸送の変動を明らかにすることで、AD 病態時における 





Fig. 4-1   Proposed mechanism of hAβ(1-40) clearance and cholesterol retaining systemat 
the blood-CSF barrier. A1, ATP-binding cassette (ABC) transporter A1; G1, ABCG1; Aβ, human 
amyloid β peptide; APP, amyloid precursor protein; BBB, blood-brain barrier; BCSFB, blood-CSF 
barrier; CSF, cerebrospinal fluid; ISF, brain interstitial fluid; LRP1; LDL receptor-related protein-1; 
24S-OH-chol, 24S-hydroxycholesterol; Oatp2; organic anion transporting polypeptide 2; α, β, γ, 








[125I]Human amyloid β-peptide (1-40) ([125I]hAβ(1-40); 2,200 Ci/mmol) は PerkinElmer Life 
Sciences (Boston, MA, USA) から購入した。[Carboxyl-14C]Inulin ([14C]inulin; 2.64 mCi/g) は
ICN Pharmaceuticals (Irvine, CA, USA) から購入した。 [1, 2, 6, 7-3H (N)]Cholesterol 




非標識の hAβ(1-40) および hAβ(1-42) は BACHEM AG (Bubendorf, Switzerland) から購
入した。hAβ は 100% 1, 1, 1, 3, 3, 3-hexafluoro-2-propanol (Kanto Chemical Co., Tokyo, 
Japan) に 1 mg/mL の濃度に溶解し、4ºC で一ヶ月まで保存した。使用する際には、溶液を




 抗 ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1) ポリクローナル抗体は Novus (Littleton, 
CO, USA) から購入した。抗 β-actin モノクローナル抗体は、Sigma (St. Louis, MO, USA) か
ら購入した。抗 Na+, K+ ATPase α1 subunit モノクローナル抗体は Upstate Biotechnology 
(Lake Placid, NY, USA) から購入した。Horseradish peroxidase 標識抗 rabbit IgG 抗体は
Kirkegaard Perry Laboratories (Gaithersburg, ML, USA) から購入した。 Horseradish 
peroxidase 標識抗 guinea pig IgG 抗体は ICN Pharmaceuticals から購入した。 
 
細胞培養関連試薬 
 Without sodium bicarbonate Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) は  Nissui 
Pharmaceutical (Tokyo, Japan) から購入した。Fetal bovine serum は Moregate (Bulimba, 
Australia) から購入した。Benzylpenicillin potassium、streptomycin sulfate は Wako pure 
chemical (Osaka, Japan) から購入した。Trypsin-ethylenediamine-N, N, N’, N’-tetraacetic acid 
(EDTA) は Gibco BRL (Grand Island, NY, USA) から購入した。セルバンカーは Nippon 
Zenyaku Kogyo Co (Fukushima, Japan) から購入した。 
 
その他の試薬 
 Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)、protease inhibitor cocktail、heparin、xylazine 
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hydrochloride、α2-macroglobulin、methylamine、apoA-I from human plasma、recombinant 
human apoE3 は Sigma から購入した。HDL from human plasma、recombinant human 
apoE4 は Calbiochem (La Jolla, CA, USA) から購入した。Ketamine hydrochloride (Ketaral®)  
は Sankyo (Tokyo, Japan) から購入した。SDS-polyacrylamide gel は Bio-Rad (Hercules, 
CA, USA) から購入した。Supersignal west pico chemiluminescent substrate は Pierce 
(Rockford, IL, USA) から購入した。Receptor-associated protein (RAP) は Oxford Biomedical 
Research (Oxford, MI, USA) から購入した。液体シンチレーションカクテル (Hionic flour) は、
Packard Instrument Co. (Meriden, CT, USA) から購入した。 T0901317 は  ALEXIS 
Biochemicals (Lausen, Switzerland) から購入した。24S-hydroxycholesterol は  BIOMOL 
Research Laboratories (Plymouth Meeting, PA, USA) から購入した。スキムミルクは雪印乳
業  (Sapporo, Japan) から購入した。 siPORT amine transfection agent は  Ambion 
(Woodward Austin, USA) から購入した。OPTI-MEM I reduced serum medium は、Invitrogen 
(Grand Island, NY, USA) から購入した。Sequence grade modified trypsin は、Promega 





実験動物は、Sprague-Dawley 系ラット (体重 280-300 g)、Wistar 系雄性ラット (体重 
150-250 g)、ddY 系雄性マウス (体重 25-30 g)、Hartley 系雌性モルモット (350-400 g) を
用い、Charles River (Yokohama, Japan) から購入した。実験動物は、東北大学大学院薬学研






 各実験データは、一部を除いて平均値±標準誤差 (mean ± SEM) で示した。比較検定には、
2 群間の比較の場合には、Student’s t-test を用いて有意差を検定した。3 群間以上の場合は、





小川らの方法 (Ogawa et al., 1994) に従った。[125I]hAβ(1-40) もしくは [14C]inulin を ECF 
buffer (122 mM NaCl, 25 mM NaHCO3, 3 mM KCl, 1.4 mM CaCl2, 1.2 mM MgSO4, 0.4 mM 
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K2HPO4, 10 mM D-glucose and 10 mM HEPES, pH 7.4, 300 mOsm/kg) 中に溶解させ、
[125I]hAβ(1-40) (0.05 µCi/10 µL) もしくは [14C]inulin (0.01 µCi/10 µL) になるように調製し、
トレーサー溶液とした。Sprague-Dawley 系ラットを ketamine hydrochloride (125 mg/kg 
body weight), xylazine hydrochloride (1.22 mg/kg body weight) 混合溶液の筋肉注射によって
麻酔をした後、温水を循環させたプレート上に乗せて体温を 37ºC に維持させた。ラット頭
部を頭蓋骨面が水平になるように脳固定装置 (SR-6; Narishige, Tokyo, Japan) に固定し、頭
皮を除いた。頭蓋骨上の bregma を基準点とし、X 軸方向 (ラットの背骨に垂直の方向) 1.5 
mm、Y 軸方向 (ラットの背骨に平行の方向) に -0.5 mm の地点に歯科用ドリル (BL-F; 
Osada Electric, Tokyo, Japan) を用いて直径 1 mm の穴を開けた。50 µL 用マイクロシリン
ジ (Model 705N; Hamilton, Reno, NV, USA) にポリエチレンチューブを介して外径 330 µm 
の注射針を接続させ、その注射針を上述の穴の中に Z 軸方向 (頭蓋骨の面に垂直な方向) に 4 
mm の深さまで挿入させ、左側脳室に 10 µL のトレーサー液を注入した。トレーサー溶液を
投与後、指定の時間に CSF を 50-100 µL 採取し、そのうち 50 µL を放射活性の測定に用
いた。125I の放射活性は、ガンマカウンター (ARC300; Aloka, Tokyo, Japan) を用いて測定し
た。14C の放射活性は、サンプルに Hionic flour を加え、少なくとも 3 時間経過後、液体シ
ンチレーションカウンター (TRI-CARB 2050CA; Packard Instrument Co.) を用いて測定した。
トレーサー溶液に含まれる放射活性を同時に測定した。 
 脳室内に投与した [125I]hAβ(1-40) もしくは [14C]inulin の CSF 中濃度の推移は、(1) 式を
用いて解析した。 
Ccsf = dose / Vd, csf x exp (-kel x t)      (Eq. 1) 
 
ここで、Ccsf は投与量で規格化した CSF 中標識化合物濃度、t は投与後の時間、Vd, csf は
CSF 中での標識化合物の分布容積をそれぞれ示す。各標識化合物の脳室内投与後の時間 t と
その時刻における Ccsf のプロットから、非線形最小二乗法プログラム MULTI (Yamaoka et 
al., 1981) を用い、(1) 式に従って解析し、Vd, csf および kel をそれぞれ算出した。CSF から
の見かけの消失クリアランス (CLcsf) は、(2) 式から算出した。 




血液脳脊髄液関門 in vitro モデルとして、当研究室において温度感受性 SV40 T 抗原遺伝
子導入トランスジェニックラットから樹立した条件的不死化ラット脈絡叢上皮細胞株 
(TR-CSFB3) を用いた。培地としては、20 mM sodium bicarbonate、4.5 g/L D-glucose、100 
U/mL benzylpenicillin potassium、100 µg/mL streptomycin sulfate および 10% FBS を含む
DMEM (10% FBS-DMEM) を用い、加湿された 5% CO2/Air 下、SV40 T 抗原遺伝子が活性
化状態で存在する 33ºC (permissive temperature) で培養した。培養容器としては、rat tail 
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collagen type I-coated 75 cm2 tissue culture flask (Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ, USA) 
を用いた。細胞の継代は、コンフルエント時に 0.05% trypsin-0.53 mM EDTA を用いて細胞
を回収し、それを適当に希釈して新しい培養容器に播きなおすことによって行った。細胞を
長期間使用しないときは、セルバンカーに 2 x 106 cells/mL の割合で懸濁した細胞をクライ
オチューブ (Becton Dickinson) に分注し、-80ºC の冷凍庫で保存した。凍結保存した細胞は、
2 回継代を行った後に実験に使用した。 
 
TR-CSFB3 細胞を用いた hAβ(1-40) 取り込みの解析 
 
[125I]hAβ(1-40) 取り込み実験には、rat tail collagen type I-coated 24-well plate (diameter, 12 
mm; Becton Dickinson) に TR-CSFB3 細胞を 8 x 104 cell/well まき、10% FBS-DMEM を用
いて加湿された 5% CO2/Air 下、33ºC で 48 時間培養した細胞を使用した。 
取り込み実験は、出口らの方法 (Deguchi et al., 2003) に従った。[125I]hAβ(1-40) を ECF 
buffer 中に溶解させ、[125I]hAβ(1-40) (0.75 µCi/mL, 0.4 nM) になるように調製し、トレーサ
ー溶液とした。細胞培養プレートの温度を 37ºC に保ちながら、TR-CSFB3 細胞の培地を除
去後、37ºC の ECF buffer で 3 回洗浄し、トレーサー溶液 200 µL を加え、37ºC で任意
時間インキュベートした。反応時間直前に各 well からトレーサー溶液 3 µL を回収した。指
定の時間にトレーサー溶液を除去し、直ちに氷冷した ECF buffer 1 mL で 3 回洗浄した。
細胞内への [125I]hAβ(1-40) 取り込みを評価するため、氷冷した acetate-barbital buffer (28 
mM CH3COONa, 120 mM NaCl, 20 mM barbital sodium, pH 3.0, 360 mOsm/kg) を 1 mL 加
え、20 分間インキュベートして細胞表面に結合している [125I]hAβ(1-40) を解離させた (acid 
wash)。Acid wash 終了直前に各 well から buffer 500 µL を acid-soluble fraction として回
収し、さらに残りの buffer を除去した後、acetate-barbital buffer 1 mL で 3 回洗浄した。
取り込み実験の終了後、5 mol/L NaOH を 200 µL 加え、一晩室温にてインキュベートし、
細胞を可溶化した。等量の 5 mol/L HCl で中和し、そのうち 300 µL に含まれる 125I 放射活
性をガンマカウンターで測定した。取り込み実験中に回収したトレーサー溶液 3 µL および
acid-soluble fraction 500 µL に含まれる 125I の放射活性を同時に測定した。また、タンパク
質量は、DC-protein assay kit (Bio-Rad) を用いてマイクロプレートリーダー Model 450 
(Bio-Rad) で 655 nm の吸光度を測定することにより、定量した。検量線には bovine serum 
albumin (WAKO) を用いた。なお、acid wash の反応時間は、予備検討を行い、5 分、10 分、
15 分にかけて細胞可溶化液に含まれる放射活性が減少し、15 分、20 分、30 分で不変であ
る結果を基に 20 分に設定した。 
 得られた放射活性およびタンパク質濃度から、細胞内取り込み量および細胞表面結合量を





細胞内取り込み量 (acid-resistant binding) 
 C/M ratio = 125I radioactivity in the cells (cpm/mg protein) / 
   125I radioactivity in the medium (cpm/µL)   (Eq. 3) 
 
細胞表面結合 (acid-soluble binding) 
 C/M ratio = 125I radioactivity in the acid-soluble fraction (cpm/mg protein) / 
   125I radioactivity in the medium (cpm/µL)   (Eq. 4) 
 
TR-CSFB3 細胞を用いた hAβ(1-40) の transcellular transport 解析 
 
[125I]hAβ(1-40) 取り込み実験には、Polyester (PET) Membrane Transwell-Clear Inserts 
(pore size, 0.4 µm; diameter, 12 mm; Costar, Cambridge, MA, USA) に TR-CSFB3 細胞を 3 
x 104 cell/insert まき、10% FBS-DMEM を用いて加湿された 5% CO2/Air 下、33ºC で 48 時
間培養した細胞を使用した。 
[125I]hAβ(1-40) を ECF buffer 中に溶解させ、[125I]hAβ(1-40) (0.75 µCi/mL, 0.4 nM) になる
ように調製し、トレーサー溶液とした。細胞培養プレートの温度を 37ºC に保ちながら、
TR-CSFB3 細胞の培地を除去後、37ºC の ECF buffer で 3 回洗浄し、トレーサー溶液を
apical 側 (0.5 mL) もしくは basal 側 (1.5 mL) に加えた (donor side)。反対側 (receiver 
side) には ECF buffer を加え、37ºC で任意時間インキュベートした。反応時間直前に donor 
side および receiver side から buffer を回収した。同時に細胞内への [125I]hAβ(1-40) 取り
込みを評価するため、指定の時間にトレーサー溶液を除去し、直ちに氷冷した ECF buffer 1 
mL で 3 回洗浄後、acid wash を行った。Acid wash の終了後、1% Triton X-100 を含む 
PBS(-) を 1 mL 加え、一晩室温にてインキュベートし、細胞を可溶化した。 
Donor side および receiver side に含まれる 125I 放射活性をガンマカウンターで測定し
た。Donor side から receiver side への透過量は、Cleared volume として(5) 式を用いて算
出した。 
Cleared volume = 125I radioactivity in receiver side (cpm/µL) x receiver volume (µL) / 
  125I radioactivity in donor side (cpm/µL)  (Eq. 5) 
 
Cleared volume を時間に対してプロットし、直線回帰をすることで、傾きを求めた。傾きは、
透過クリアランスもしくは透過係数・表面積 (permeability surface area product, PS) を表す。
TR-CSFB3 細胞を介した透過クリアランス (PeS) は (6) 式を用いて算出した。 
1/PeS = 1/PtotalS - 1/PfilterS       (Eq. 6) 
 
ここで、PtotalS は細胞を培養した filter の透過クリアランス、PtotalS は細胞を培養していな
い filter の透過クリアランスをそれぞれ示す。PeS は、用いた insert の表面積 (1.1 cm2) で
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除すことで、膜透過係数 (permeability coefficient) として表すことができる。 
また、細胞可溶化液に含まれる 125I の放射活性を同時に測定し、取り込みの解析と同様に
細胞内取り込み量を C/M ratio として算出した。 
 
TR-CSFB3 細胞を用いた cholesterol 排出輸送解析 
 
[3H]Cholesterol 排出輸送の方向性は、PET Membrane Transwell-Clear Inserts (pore size, 
0.4 µm; diameter, 12 mm) に TR-CSFB3 細胞を 3 x 104 cells/insert まき、10% FBS-DMEM
を用いて加湿された 5% CO2/Air 下、33ºC で 48 時間培養した細胞を使用して解析した。 
[3H]Cholesterol を ethanol (最終濃度 0.2%) に溶解し、10% FBS-DMEM 中に加え、
[3H]cholesterol (0.5 µCi/mL) になるように調製し、トレーサー溶液とした。細胞培養プレー
トの温度を 37ºC に保ちながら、TR-CSFB3 細胞の培地を除去後、37ºC の PBS(-) で 3 回
洗浄し、トレーサー溶液を apical 側 (0.5 mL) および basal 側 (1.5 mL) に加え、37ºC で 
24 時間インキュベートすることで、細胞の [3H]cholesterol 標識を行った。次いで、プレー
トの温度を 37ºC に保ちながら培地を除去し、37ºC の PBS(-) で洗浄後、serum-free DMEM 
で 1 回洗浄し、細胞に取り込まれなかった [3H]cholesterol を除去した。さらに、0.2% 
ethanol を含む serum-free DMEM (コントロール群) もしくは ethanol (最終濃度 0.2%) に
溶解した 24S-hydroxychlesterol を含む serum-free DMEM (24S-hydroxycholesterol 処理群) 
を apical 側 (0.5 mL) および basal 側 (1.5 mL) に加え、37ºC で 24 時間インキュベート
することで、細胞内 [3H]cholesterol の平衡化を行った。 
プレートの温度を 37ºC に保ちながら培地を除去し、37ºC の serum-free DMEM で 3 回
洗浄した。次いで、serum-free DMEM (acceptor-free 群) もしくは任意の濃度の acceptor (20 
µg/mL apoA-I from human plasma (Sigma) もしくは 50 µg/mL HDL from human plasma 
(Calbiochem)) を含む serum-free DMEM (acceptor 処理群) を、apical 側 (0.5 mL) および 
basal 側 (1.5 mL) に加え、37ºC で 4 時間インキュベートした。4 時間のインキュベートの
終了後、apical 側の培地 0.3 mL および basal 側の培地 1.2 mL を採取し、遠心 (3,000 g, 
4ºC, 3 min) することで、浮遊細胞を除いた。遠心後の培地の上清をそれぞれ 0.25 mL およ
び 1 mL を回収した。また、細胞は培地の採取後、直ちに残った培地を除去し、4ºC の PBS(-) 
で 4 回洗浄することで反応を停止させた。次いで、インサートからメンブレンをメスで切り
取り、シンチレーションバイアルに加えた後、1% Triton X-100 を含む PBS(-) 1 mL を加え、
一晩室温にてインキュベートし、細胞を可溶化した。細胞可溶化液の 3H 放射活性は、Hionic 
flour を加え、少なくとも 3 時間経過後に、液体シンチレーションカウンター (LS-6500; 
Beckman, Fullerton, CA, USA) を用いて測定した。遠心後に回収した培地の 3H 放射活性も
測定した。 
得られた放射活性から、細胞から  apical medium もしくは  basal medium への
[3H]cholesterol 排出を cholesterol efflux (%) として (7) 式および (8) 式を用いて算出した。 
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Apical 側への cholesterol 排出量 
 Cholesterol efflux = 3H radioactivity in the apical medium (dpm) x 100 / 
   total 3H radioactivity (dpm)    (Eq. 7) 
 
Basal 側への cholesterol 排出量 
 Cholesterol efflux = 3H radioactivity in the basal medium (dpm) x 100 / 
   total 3H radioactivity (dpm)    (Eq. 8) 
 
ここで、total 3H radioactivity は、apical medium 中の 3H 放射活性 (dpm)、basal medium 中
の 3H 放射活性 (dpm)、cell 中の 3H 放射活性 (dpm) の総量を示す。Acceptor (HDL もしく
は apoA-I) を介した [3H]cholesterol 排出は、(9)式を用いて算出した。 
Acceptor-mediated cholesterol efflux = acceptor 処理群の cholesterol efflux (%) 
   - acceptor-free 群の cholesterol efflux (%)   (Eq. 9) 
 
 ApoE3 および apoE4 への cholesterol 排出量の比較は、rat tail collagen type I-coated 
24-well plate (diameter, 12 mm; Becton Dickinson) に TR-CSFB3 細胞を 8 x 104 cells/well 
まき、10% FBS-DMEM を用いて加湿された 5% CO2/Air 下、33ºC で 48 時間培養した細
胞を使用して解析した。なお、細胞への [3H]cholesterol 標識および平衡化は、培地の量を 1 
mL とし、上記と同様に行った。 
プレートの温度を 37ºC に保ちながら培地を除去し、37ºC の serum-free DMEM で 3 回
洗浄した。次いで、serum-free DMEM (acceptor-free 群) もしくは任意の濃度の acceptor (20 
µg/mL human recombinant apoE3 (Sigma) もしくは 20 µg/mL human recombinant apoE4 
(Calbiochem)) を含む serum-free DMEM (acceptor 処理群) を 1 mL 加え、37ºC で 4 時間
インキュベートした。4 時間のインキュベートの終了後、培地 0.7 mL を採取し、遠心 (3,000 
g, 4ºC, 3 min) することで、浮遊細胞を除いた。遠心後の培地の上清を 0.5 mL 回収した。ま
た、細胞は培地の採取後、直ちに残った培地を除去し、4ºC の PBS(-) で 4 回洗浄すること
で反応を停止させた。次いで、5 mol/L NaOH 200 µL を加え、一晩室温にてインキュベート
し、細胞を可溶化した。等量の 5 mol/L HCl で中和し、そのうち 300 µL に含まれる 3H 放
射活性を測定した。遠心後に回収した培地の 3H 放射活性も同時に測定した。 
得られた放射活性から、細胞からの [3H]cholesterol 排出を cholesterol efflux (%) として
(10) 式を用いて算出した。 
Cholesterol efflux = 3H radioactivity in the medium (dpm) x 100 / 
   total 3H radioactivity (dpm)      (Eq. 10) 
 
ここで、total 3H radioactivity は、medium 中の 3H 放射活性 (dpm)、cell 中の 3H 放射活性 





TR-CSFB3 細胞への siRNA 導入 
 
ラット low-density lipoprotein receptor-related protein-1 (LRP1) (XM_243524) の coding 
region (6168-6186 bp) に対して特異的であり、3’ 末端に dTdT 配列を有する 21 mer の
siRNA 配列を設計した (Table I)。ネガティブコントロールにはターゲット配列と等しいオリ
ゴヌクレオチド配列を有し、配列をランダムに並び替えた scramble siRNA を用いた。それ
ぞれのターゲットに対する sense、antisense  siRNA を化学合成した後 HPLC 精製を行い 
(Japan Bio Services Co., Saitama, Japan)、最終濃度が 20 µM になるように annealing 
buffer (最終 100 mM CH3CO2K, 2 mM Mg(CH3COO)2, 30 mM HEPES, pH 7.4) で希釈し、反
応溶液を 90ºC で 1 分間加熱した後、37ºC で 1 時間インキュベートして double strand 
RNA を作製した。 
siRNA を導入するため、rat tail collagen type I-coated 24-well plate に TR-CSFB3 細胞を
6 x 104 cell/well まき、抗生物質を含まない 10% FBS-DMEM (450 µL) を用いて加湿された 
5% CO2/Air 下、33ºC で 24 時間培養した。50 µL の反応溶液 (50 pmol siRNA, siPORT 
amine 2.5 µL in OPTI-MEM I) を TR-CSFB3 細胞の培地中に加え、加湿された 5% CO2/Air 
下、33ºC で 48 時間培養した。 
 
Table I   Sequence of short interfering RNA (siRNA) target to the rat LRP1. 
Target Sequence 
LRP1 (6166-6186 bp) 5’-AAT GGC ATC TCA GTA GAC TAT-3’ 
Sense 5’-UGG CAU CUC AGU AGA CUA UdTdT-3’ 
Antisense 5’-AUA GUC UAC UGA GAU GCC AdTdT-3’ 
LRP1 scrambled 5’-AAC TTA TAT GAG CCG TTA GAC-3’ 
Sense 5’-CUU AUA UGA GCC GUU AGA CdTdT-3’ 
Antisense 5’-GUC UAA CGG CUC AUA UAA GdTdT-3’ 
 
RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) 解析 
 
ラットは、ketamine (125 mg/kg) および xylazine (1.22 mg/kg) を筋肉内投与し、麻酔した。
麻酔下ラットの左心室から 2 units/mL の heparin を含む PBS(-) を 5 分間灌流すること
で脱血後、組織を摘出し、瞬時に液体窒素で凍結させた。凍結させた組織に TRIzol Reagent 
(Invitrogen) を 1 mL/50 mg tissue の割合で加え、Ultra Turrax T25 basic (IKA, Yokohama, 
Japan) で冷却しながらホモジナイズした。TR-CSFB3 細胞は、rat tail collagen type I-coated 
100 mm tissue culture dish (Becton Dickinson) で、10% FBS-DMEM を用いてコンフルエン
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トに達するまで培養し、PBS(-) で 2 回洗浄後、1 mL/106 cells の割合で TRIzol Reagent を
加え、細胞を溶解させた。組織ホモジネーション液および細胞溶解液に使用した TRIzol 
Reagent 1 mL に対して 0.2 mL の割合で chloroform を加え、強く撹拌し室温で 2 分間静
置後、遠心 (12,000 x g, 4ºC, 15 分) した。上層の水層を別チューブに移した後、使用した 
TRIzol Reagent 1 mL に対して 0.5 mL の割合で isopropanol を加え、室温で 10 分静置後、
遠心 (12,000 x g, 4ºC, 10 分) した。得られた沈殿に対し使用した TRIzol Reagent 1 mL に
対して 1.2 mL の割合で 80% ethanol を加え、撹拌後、遠心 (7,500 x g, 4ºC, 5 分) した。
得られた RNA 沈殿を風乾して軽く ethanol を飛ばした後、RNase-free water に溶解させた。
Total RNA 濃度は、分光光度計 (GeneQuant II; Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, 
NJ, USA) を用いて 260 nm の吸光度を測定することで得た。 
調製した total RNA1 µg 対して逆転写反応液 (1 µg poly (A)+ RNA, 0.5 µg oligo dT primer 
(Promega), 1 unit ReverTra Ace (Toyobo, Osaka, Japan), 20% 5x RT buffer (ReverTra Ace に
付属), 1 unit RNase inhibitor (Toyobo), 1 mM deoxyribonucleoside 5’-triphosphate (dNTP) 
mixture) を作成し、逆転写を行った。調製した RNA に 0.5 µg oligo dT primer を加え、70ºC 
で 10 分インキュベート後、4ºC で 1 分以上放置した。5x RT buffer、10 mM dNTP mixture
および RNase inhibitor を加え、42ºC で 5 分プレインキュベートした後、逆転写酵素 
ReverTra Ace を加え、42ºC で 50 分インキュベートすることで逆転写を行った。最後に 
99ºC で 5 分インキュベートして逆転写反応を停止し、cDNA 溶液を得た。逆転写酵素を加
えないサンプルも調製し、非逆転写 (RT(-)) サンプルとした。 
RT 反応によって調製した cDNA を鋳型として PCR 反応液 50 µL (2 µL cDNA 溶液, 0.2 
µL TaKaRa Ex Taq (5 units/mL; TaKaRa, Shiga, Japan), 5 µL 10x Ex Taq Buffer (TaKaRa Ex 
Taq に付属), 4 µL dNTP mixture (2.5 mM each), 2.5 µL 10 µM sense primer, 2.5 µL 10 µM 
antisense primer, 33.8 µL 滅菌水) を作製し、LXRα 、LXRβ 、ABCA1、ABCG1、ABCG4、
ABCG5、ABCG8 および β-actin を標的として PCR を行った。使用した primer の配列を、
以下に示す。 
・LXRα (Expected size; 965 bp) 
sense primer:  5’-GGGGCCAGCCCCCAAAATGCTG-3’ 
antisense primer: 5’-GCATCCGTGGGAACATCAGTCG-3’ 
・LXRβ (Expected size; 557 bp) 
sense primer: 5’-GCAACGCTTTGCCCACTTCAC-3’ 
antisense primer:  5’-GCGGCAGCTTCTTGTCCTGG-3’ 
・ABCA1 (Expected size; 424 bp) 
sense primer: 5’-CGGTTGAAGGAGACCATGCGCATC-3’ 





・ABCG1 (Expected size; 544 bp) 
sense primer: 5’-CCGGGTTGGAACTGTTCATTTCCT-3’ 
antisense primer: 5’-CTGTCTGCATTGTGTTGCATTGC-3’ 
・ABCG4 (Expected size; 541 bp) 
sense primer: 5’-CTGTCCTATTCCGTGCGGGA-3’ 
antisense primer: 5’-GGGACTTCATGAGGGACACCACTT-3’ 
・ABCG5 (Expected size; 408 bp) 
sense primer: 5’-TGAAGGGCGCTGTTCAGGAC-3’ 
antisense primer: 5’-TCCAGATCCAATGAGCAACC-3’ 
・ABCG8 (Expected size; 535 bp) 
sense primer: 5’-CATTGGCTTCCTTTACTACGG-3’ 
antisense primer: 5’-AAACTGAATCTGCATCAGCCC-3’ 
・β-actin (Expected size; 352 bp) 
sense primer: 5’-TTTGAGACCTTCAACACCCC-3’ 
antisense primer: 5’-ATAGCTCTTCTCCAGGGAGG-3’ 
PCR は GeneAmp PCR System 9700 (Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA) を用いて行い、
最初に 94ºC で 2 分間熱変性を行い、次いで 94ºC で 30 秒 (denature)、60ºC で 30 秒 
(annealing)、72ºC で 1 分 (extension) のインキュベートを 30 サイクル行い、最後に 72ºC 
で 10 分のインキュベートを行うことによって増幅産物を得た。 
PCR 増幅産物に対して 1/10 量の 10x DNA loading buffer (0.25% bromo phenol blue 
(BPB), 0.25% xylene cyanol FF, 50% glycerol) を加え、ethidium bromide を含んだ agarose 
gel (1.5% agarose, 0.6 µg/mL ethidium bromide を含む TAE buffer (40 mM Tris, 40 mM 
acetic acid, 1 mM EDTA)) に loading し、TAE buffer を泳動バッファーとして Mupid 21 ミ
ニゲル泳動槽 (Cosmo Bio, Tokyo, Japan) を用い 100 V で 30 分泳動を行った。バンドの検
出は EPIPRO 7000 (Aisin, Aichi, Japan) を用いて行った。 
Agarose gel から期待されたサイズ付近に検出されたバンドは切り出し、GENECLEAN II 
Kit (BIO 101, Vista, CA, USA) を用いて増幅 DNA 断片を回収した。回収した DNA 断片は、
pGEM-T Easy Vector System I (Promega) を用いて、pGEM-T Easy plasmid vector に組み込
んだ。 
Plasmid を E.coli に導入して形質転換させるために、この反応溶液に competent cell 
(competent high (DH5α), Toyobo) を加え撹拌し、4ºC で 30 分放置した後、42ºC で 30 秒
のヒートショックを加え、直ちに 4ºC に戻すことによって、competent cell に vector を組
み込んだ。さらに SOC 培地 (20 mg/mL bacto tryptone, 5 mg/mL bacto yeast extract, 0.5 
g/mL NaCl, 20 mM D-glucose, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4) を加え、37ºC で 1 時間イン
キ ュ ベ ー ト し た 後 、 20% isoprorylthio-β-D-galactoside (IPTG) (TaKaRa), 2% 
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside (X-gal) (TaKaRa) を塗布した LB/Amp plate (LB 
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Amp medium (150 mg/L ampicilin, 10 g/L bacto tryptone, 5 g/L bacto yeast extract, 10 g/L 
NaCl) に 15 g/L bacto agar を加えた gel でコートされた 10 cm dish)) に播き、37ºC で 
12 時間インキュベートすることによって、competent cell のコロニーを増殖させた。 
Competent cell のコロニーに plasmid vector が導入され、かつ plasmid vector に挿入し
た  DNA 断片が目的の断片であることを検出するため、形成された青色および白色の 
competent cell のコロニーのうち、白色のコロニーの一部に対して PCR を行うことで、検
出されたバンドの位置によってスクリーニングした。PCR には Takara rTaq (TaKaRa) を用
い、primer は 
Sense primer: T7 Forward primer (5’-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’) 
Antisense primer: M13 Reverse primer (5’-GGAAACAGCTATGACCATG-3’) 
を用い、温度サイクルは最初に  94ºC で  1 分熱変性を行い、次いで  94ºC で  30 秒 
(denature)、50ºC で 30 秒 (annealing)、72ºC で 1 分 (extension) のインキュベートを 30 
サイクル行った。PCR 増幅産物は上記と同じ条件で電気泳動を行い、バンドの検出には 
EPIPRO 7000 を用いた。目的 DNA 断片のサイズ+約 200 bp の位置にバンドが検出された
コロニーを 3、4 個選択し LB Amp medium に移し、37ºC で 16-18 時間インキュベートす
ることによって大量培養した。得られた培養懸濁液を遠心 (3,000 x g, 10 分) し、得られた沈
殿物に対し、Quantum Prep Plasmid Miniprep kit (Bio-Rad) を用いて plasmid を精製した。




M13 primer 領域を持つ plasmid に対して Thermo Sequence Cycle Sequencing kit (USB 
corporation, Cleveland, OH, USA) および IRD 800-labeled primer を用い、目的 DNA 断片
のラベル化されたシークエンスサンプルを作成した。反応は GeneAmp PCR System 9700 
を用い、温度サイクルは最初に 95ºC で 5 分プレインキュベートを行い、次いで 95ºC で 
30 秒、50ºC で 30 秒、70ºC で 1 分のインキュベートを 30 サイクル行い、反応終了後
stop solution (0.1% BPB, 10 mM EDTA, pH 8.0, 95% formamide) を加えた。なお、各 plasmid 
に 対 し 、 primer と し て  IRD 800 labeled-M13 Forward primer 
(5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’; Li-COR, Lincoln, LE, USA) を用いたサンプルと IRD 800 
labeled-M13 Reverse primer (Li-COR) を用いたサンプルの 2 種類を作成し、最終的に両方向
から塩基配列を解析した。 
泳動直前に 95ºC で 2 分間加熱し、急冷したサンプルを sequence gel (KB Plus 3.7% Gel 
Matrix; Li-COR) に loading し、0.8x TBE buffer (KB Plus 10x TBE Buffer; Li-COR) を泳動
buffer として 3,000 V で電気泳動し、DNA sequencer (model 4200; Li-COR) によって塩基
配列を解析した。核酸配列およびアミノ酸配列は GENETYX software package, version 6.1.0 
(Genetyx, Tokyo, Japan) を用いて解析した。 
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リアルタイム定量的 PCR 解析 
  
TR-CSFB3 細胞を PBS(-) で 2 回洗浄後、RNeasy kit (Qiagen, Tokyo, Japan) によって
total RNA を調製した。Total RNA 濃度は、分光光度計を用いて 260 nm の吸光度を測定す
ることで得た。調製した total RNA に対して、RT 反応を行い、cDNA 溶液を得た。また、
逆転写酵素を加えないサンプルも調製し、RT(-) サンプルとした。mRNA の定量は、ABI 
PRISM 7700 sequence detector system (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) およ
び 2x SYBR Green PCR Master Mix (PE Applied Biosystems) を用いて行った。RT 反応によ
って調製した cDNA を鋳型として PCR 反応液 50 µL (2 µL cDNA 溶液, 25 µL SYBR 
Green PCR Master Mix, 0.4 µM sense primer, 0.4 µM antisense primer) を作製し、ABCA1、
ABCG1、Na+, K+-ATPase α1 および β-actin を標的として PCR を行った。標準として既知
濃度 (0.1 fg/µL - 1 ng/µL) の各 PCR 産物を組み込んだ pGEM-T Easy plasmid (標準 
plasmid) を用いた。使用した primer のうち、Na+, K+ ATPase α1 の primer の配列を以下
に示す。 
・Na+, K+-ATPase α1 (Expected size; 458 bp) 
sense primer: 5’-GCCATGGGGATTGTTGGCTCGGAT-3’ 
antisense primer: 5’-CCCAACAGGTGAAAGGGCAGGAAA-3’ 
PCR は ABI PRISM 7700 sequence detector system を用いて、最初に 95ºC で 10 分プ
レインキュベートを行い、次いで 95ºC で 30 秒、60ºC で 1 分、72ºC で 1 分のインキ
ュベートを 40 サイクル行い、サイクル毎に励起波長によって生じる cDNA と SYBR 
Green のインターカレート由来の蛍光シグナルを検出した。 
 得られた蛍光シグナルは  Sequence Detection System ソフトウェア  (PE Applied 
Biosystems) を用いて以下のように解析を行った。PCR 産物の指数関数的増幅に相当する蛍
光シグナルの増加をソフトウェアの解析アルゴリズムが初めて検出したサイクル数を 
Threshold Cycle (Ct) と定義し、各 cDNA サンプルおよび標準 plasmid について Ct を算出
した。標準 plasmid の Ct から検量線を作成し、cDNA サンプルの Ct から cDNA サンプル





ABCG1 に対するポリクローナル抗体は、マウス ABCG1 (GenBank accession number; 
NM_009593) の 1 番目から 35 番目のアミノ酸を抗原部位として作製した。また、ABCG4 
に対するポリクローナル抗体は、マウス ABCG4 (GenBank accession number; NM_138955) 
の  322 番目から  358 番目のアミノ酸を抗原部位として作製した。抗原ペプチドは、
pGEX4T-2 plasmid vector (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) に組み込み、BL21 
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competent cell (Stratagene, La Jolla, CA, USA) を用いて glutathione S-transferase (GST) 融
合タンパクとして発現させた。発現させた GST 融合タンパクは、glutathione-Sepharose 4B 
(Amersham Biosciences) を用いて精製し、Freund’s complete adjuvant (Difco, Detroit, MI, 
USA) に懸濁後、2 週間間隔で 6 回 Hartley 系雌性モルモットの皮下に免疫した。さらに、
モルモット血清から protein G-Sepharose (Amersham Biosciences) を用いてイムノグロブ
リン分画を精製後、GST を除いた抗原ペプチドを結合させた cyanogen bromide-activated 
Sepharose 4B (Amersham Biosciences) を用いてアフィニティー精製を行った。抗体精製後、
18/32 セルロースチューブ (Sankyo Junyaku, Tokyo, Japan) に抗体溶液を封入し、0.05% 
NaN3 を PBS(-) 中、4ºC で一晩浸してバッファーを置換させた。この抗体溶液の 280 nm 
の吸光度を測定して、以下の式から抗体濃度を算出した。 




Western blot 解析 
 
 麻酔下ラットもしくはマウスの左心室から 2 units/mL の heparin を含む PBS(-) を 5 
分間灌流することで脱血し、組織を摘出した。ラット脈絡叢および TR-CSFB3 細胞は直ち
に氷冷下の PBS(-) で洗浄後、lysis buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1% Triton 
X-100, 0.25% Nonidet P-40, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, protease-inhibitor cocktail) を加え、
氷冷下で 30 分インキュベート後、遠心 (15,000 x g, 4ºC, 30 分) し、上清に whole cell lysate 
を得た。ラット組織およびマウス組織 membrane fraction を調製するために、摘出した組織
を、直ちに氷冷下の PBS(-) で洗浄し、ハサミで小片下後、組織 1 g に対し 4 mL の 
hypotonic buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 10 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 1 mM PMSF, 
protease-inhibitor cocktail) を加え、テフロン製ホモジナイザーを用いて氷冷下で 10 回スト
ローク後、氷冷下で 15 分インキュベートした。さらに、テフロン製ホモジナイザーを用い
て氷冷下で 20 回ストロークした。ホモジネーション液を遠心 (900 x g, 4ºC, 20 分) し、核
および未破壊の細胞を除いた。得られた上清を遠心 (100,000 x g, 4ºC, 60 分) し、ペレット
に membrane fraction を得た。TR-CSFB3 細胞 microsomal membrane fraction もしくは 
plasma membrane fraction を調製するために、細胞をスクレイパーで剥離、回収し、直ちに
氷冷下の PBS(-) で洗浄後、前述に示したようにホモジネーション液を得た。ホモジネーシ
ョン液を遠心 (8,000 x g, 4ºC, 20 分) し、核、ミトコンドリアおよび未破壊の細胞を除いた。
得られた上清を遠心 (100,000 x g, 4ºC, 60 分) し、ペレットに microsomal membrane 
fraction を得た。さらに、得られたペレットを TS buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 250 mM 
sucrose) に懸濁後、38% (w/v) sucrose 溶液に重層し、スイングローター (SW 40-Ti swing 
rotor; Beckman) を用いて遠心 (285,000 x g, 4ºC, 45 分) した。界面の白濁した層 (turbid 
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layer) を採取し、20 mL TS buffer によって希釈後、遠心 (100,000 x g, 4ºC, 30 分) し、ペレ
ットに plasma membrane fraction を得た。それぞれの fraction のペレットは、lysis buffer 
によって懸濁した。Whole cell lysate、membrane fraction、microsomal membrane fraction お
よび plasma membrane fraction は、タンパク濃度を DC-protein assay kit を用いて測定後、
必要に応じて lysis buffer で希釈し、sample buffer (最終濃度 62.5 mM Tris-HCl (pH 6.8), 3% 
sodium dodecylsulfate (SDS), 10% glycerol, 5% β-mercaptoethanol, 0.01% BPB) を加え、
37ºC で 30 分インキュベートし、泳動サンプルとした。泳動サンプルは、使用するまで 
-80ºC の冷凍庫で保存した。 
 50 µg のタンパクを含む泳動サンプルを 7.5% SDS-polyacrylamide gel にローディングし、
泳動 buffer (25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS, pH 8.3) 中で、100 V で 15 分電気泳
動後、さらに 200 V で 1 時間電気泳動することで、タンパクを分子量別に分画した。泳動
後のゲルを、100 V で 3 時間、転写 buffer (25 mM Tris, 192 mM glycine, 20% methanol, pH 
8.3) 中で polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜 (Amersham Biosciences) に転写した。PVDF 
膜は、blocking buffer (25 mM Tris-HCl (pH 8.0), 125 mM NaCl, 0.1% Tween 20, 4% skimmed 
milk) 中、4ºC で 16 時間インキュベートすることでブロッキングを行い、抗 ABCG1 抗体 
(0.1 µg/mL)、抗 ABCG4 抗体 (0.1 µg/mL)、抗 ABCA1 抗体 (1:1,000)、抗 Na+, K+ ATPase 
α1 抗体 (1:10,000) および抗 β-actin 抗体 (1:1,000) をそれぞれ室温で 3 時間反応させた。
1 次抗体反応後、PVDF 膜を blocking buffer で 3 回洗浄し、HRP 標識 2 次抗体を室温で 
90 分間反応させた。2 次抗体反応後、PVDF 膜を blocking buffer で 3 回洗浄後、washing 
buffer (25 mM Tris-HCl (pH 8.0), 125 mM NaCl, 0.025% Tween 20) で 2 回洗浄し、
Supersignal west pico chemiluminescent substrate (Pierce, Rockford, IL, USA) を用いて化学
発光させ、X 線フィルム (X-Omat AR; Kodak, NY, USA) を用いて検出した。バンド強度の
定量にはデンシトグラムを用い、画像解析には NIH Image software (National Institutes of 





 膜タンパク質の絶対発現量は、上家らの方法 (Kamiie et al., in press) に従った。対象タン
パク質を仮想 trypsin 消化し、配列情報から定量に用いるペプチドプローブを選択した。ペ
プチドプローブは、上家らによって提唱されたペプチドプローブの選択に関するクライテリ
アに基づき、in silico で選択した (Kamiie et al., in press)。対象タンパク質に対し設計したペ








Target Probe sequence Peptide MRM channel (m/z) 
 sequence mass Q1 Q3-1 Q3-2 Q3-3 
Rat LRP1 GDYSVLVPGLR 1174.6 588.3 541.3 654.4 753.5 
 GDYSVLVPGL*R 1181.6 591.8 548.3 664.1 760.5 
Rat LRP2 VTLITENLGHPR 1348.7 675.4 923.5 1036.6 1150.0
 VTLITENL*GHPR 1355.7 678.9 930.5 1043.6 1157.0
Rat apoER2 SPSLIFTNR 1033.6 517.8 650.4 763.4 850.5 
 SPSLIF*TNR 1043.6 522.8 660.4 773.4 860.5 
Na, K ATPase VDNSSLTGESEPQTR 1618.7 810.4 630.3 717.4 846.4 






選択したペプチド (標準ペプチド) および同位体標識ペプチド (内標準ペプチド) を化学
合成した (Thermo electron corporation, Bremen, Germany)。ペプチド溶液の濃度は、Battaglia 
らの手法 (Battaglia et al., 1999) を用いて算出した。標準ペプチドおよび内標準ペプチドを
5.7 M HCl に溶解後、110ºC で 24 時間インキュベートすることで加水分解を行い、反応液
を N2 gas を用いて乾燥させた。また、アミノ酸混合標準溶液 (Amino acids mixture solution 
type H, WAKO) を一定量分取し、N2 gas を用いて乾燥させた。乾固した試料に solution A 
(1M sodium acetate:methanol:triethylamine=2:1:1) を加え攪拌後、N2 gas を用いて乾燥させ
た 。 乾 固 し た 試 料 に  solution A と 同 量 の  solution B (methanol:MilliQ: 
triethylamine:PITC=7:1:1:1) を加え、25ºC で 20 分間インキュベートすることで PITC ラ
ベル化反応を行った。反応液を N2 gas を用いて乾燥させ、0.02 M ammonium acetate に溶
解し、HPLC 用試料とした。HPLC 条件は以下の通りとした。 
Column: Intersil 4.6 mm ID x 150 mm, 50 µm (GL sciences Inc., Tokyo, Japan) 
Mobile phase A: 0.07 M sodium acetate, 2.5% acetonitrile, 1 ppm EDTA in MilliQ (pH 6.5) 
Mobile phase B: 45% acetonitrile, 40% MilliQ, 15% methanol 
 
 分離には、25 分間の linear gradient (0-100%B) を用い、カラム流速は 1.0 mL/min とし
た。分離した試料の 254 nm の吸光度を測定し、ペプチド試料中のアミノ酸濃度を算出した。
算出したアミノ酸濃度から、ペプチド溶液の濃度を算出した。 
 
The conditions of MRM were optimized for high signal intensity following direct injection of peptide 
solution into the mass spectrometer through a turbo ion spray source. Theoretical m/z values of doubly 
charged ions of intact peptides were assumed as precursor ions. Three singly charged ions derived 
from y series were obtained by MS/MS. Bold letters with asterisks indicate amino acid residues labeled 
with stable isotope (13C and 15N). 
Table II   Peptide probe sequences and selected ions for quantification of each peptide 




アミノ酸分析によって濃度を算出した標準ペプチド (1, 5, 10, 50, 100, 500, 1000 fmol) お
よび 500 fmol の内標準ペプチドを混合し、混合液を LC-MS/MS にインジェクションした。
測定条件は以下の通りとした。 
Instrument: API5000 coupled Agilent 1200 HPLC system 
Column: SB-C18 0.5 mm ID x 150 mm, 5 µm (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) 
Mobile phase A: 0.1% formic acid in water 
Mobile phase B: 0.1% acetonitrile in acetonitrile 
Ionization: ESI positive ionization mode 
 
分離には、50 分間の linear gradient (1-50%B) を用い、カラム流速は 50 µL/min とした。
検出された内標準ペプチドピーク面積に対する標準ペプチドピーク面積比を、標準ペプチド
の濃度に対しプロットすることで、検量線を作成した。 
ラット脈絡叢および TR-CSFB3 細胞をグアニジン塩酸塩溶液 (7 M Guanidine 
hydrochloride, 0.5 M Tris-HCl (pH 8.5), 10 mM EDTA) 中に加え、超音波破砕を行うことで可
溶化した。可溶化液に対しタンパク質重量と同量の dithiothreitol を加え、N2 gas による置
換を 1 分間行い、室温で 1 時間攪拌した。タンパク質重量の 2.5 倍量の iodoacetoamide 
を加え、遮光下で  1 時間攪拌を行い、還元アルキル化反応を行った。試料を 
methanol-chloroform 沈澱法によって濃縮し、再溶解後 (1.5 M Urea, 0.1 M Tris-HCl (pH 8.0))、
trypsin (Sequence grade modified trypsin, Promega) を加え 37ºC で 16 時間インキュベー
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